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INTRODUZIONE 
PREMESSA 
Le perossidasi sono enzimi presenti sia nel regno vegetale che in quello 
animale (1). 
Mentre la struttura ed i meccanismi di reazione delle perossidasi 
vegetali sono stati ben compresi da lungo tempo (2-5), le conoscenze 
sulle perossidasi animali sono meno complete. 
Negli animali e nell' uomo in particolare esistono diversi tipi di 
perossidasi. I leucociti del sangue umano contengono grandi quantità 
di specifiche perossidasi: nei granulociti neutrofili e nei monociti è 
presente la mieloperossidasi (MPO) (6-8), mentre i granulociti 
eosinofili contengono l' eosinofilo perossidasi (EPO) (9). Sono state 
inoltre ben caratterizzate la perossidasi tiroidea (10) e la lattoperossidasi 
(11). In vari tessuti, quali la mucosa intestinale (12), la mucosa uterina 
(13), le ghiandole salivarie (14-15), poi, è stata rilevata la presenza di 
attività perossidasiche che hanno preso il nome dal tessuto in cui sono 
state ritrovate, la cui origine è però ancora in via di definizione. 
Sulla base dei dati fisico-chimici e di sequenza attualmente disponibili, 
è stata identificata una famiglia di perossidasi animali omologhe 
costituita dalla mieloperossidasi, l' eosinofilo perossidasi, la 
lattoperossidasi e la perossidasi tiroidea. 
In termini di residui aminoacidici la mieloperossidasi e l' eosinofilo 
perossidasi umane presentano un' omologia del 70°/o (Fig.1) (16), la 
mieloperossidasi umana e la lattoperossidasi presentano un' omologia 
del 50°/o (11) l l' eosinofilo perossidasi e la mieloperossidasi hanno 
un'omologia del43°/o con la perossidasi tiroidea (17). 
l 
1 50 
EPO .......................... MHLL PALAGVLATL VLAQPCEGTD 
MPO MGVPFFSSLR CMVDLGPCWA GGLTAEMKLL LALAGLLAIL ATPQPSEGAA 
51 100 
EPO PASPGAVETS VLRDCIAEAK LLVDAAYNWT QKSIKQRLRS GSASPMDLLS 
MPO PAVLGEVDTS LVLSSMEEAK QLVDKAYKER RESIKQRLRS GSASPMELLS 
101 150 
EPO YFKQPVAATR TVVRAADYMH VALGLLEEKL QPQRSGPFNV TDVLTEPQLR 
MPO YFKQPVAATR TAVRAADYLH VALDLLERKL RSLWRRPFNV TDVLTPAQLN 
151 200 
EPO LLSQASGCAL RDQAERCS-- DKYRTITGRC NNKRRPLLGA SNQALARWLP 
MPO VLSKSSGCAY QDVGVTCPEQ DKYRTITGMC NNRRSPTLGA SNRAFVRWLP 
201 • 250 EPO AEYEDGLSLP FGWTPSRRRN GFLLPLVRAV SNQIVRFPNE RLTSDRGRAL 
MPO AEYEDGFSLP YGWTPGVKRN GFPVALARAV SNEIVRFPTD QLTPDQERSL 
251 300 
EPO MFMQWGQFID HDLDFSPESP ARVAFTAGVD CERTCAQLPP CFPIKIPPND 
MPO MFMQWGQLLD HDLDFTPEPA ARASFVTGVN CETSCVQQPP CFPLKIPPND 
301 • 350 EPO PRIKNQRDCI PFFRSAPSCP QNKNRVRNQI NALTSFVDAS MVYGSEVSLS 
MPO PRIKNQADCI PFFRSCPACP GSNITIRNQI NALTSFVDAS MVYGSEEPLA 
*** 
351 *** *** 400 
EPO LRLRNRTNYL GLLAINQRFQ DNGRALLPFD NLHDDPCLLT NRSARIPCFL 
MPO RNLRNMSNQL GLLAVNQRFQ DNGRALLPFD NLHDDPCLLT NRSARIPCFL 
*** *** 
401 450 
EPO AGDTRSTETP KLAAMHTLFM REHNRLATEL RRLNPRWNGD KLYNEARKIM 
MPO AGDTRSSEMP ELTSMHTI,LL REHNRLATEL KSLNPRWDGE RLYQEARKIV 
451 500 
EPO GAMVQIITYR DFLPLVLGKA RARRTLGHYR GYCSNVDPRV ANVFTLAFRF 
MPO GAMVQIITYR DYLPLVLGPT AMRKYLPTYR SYNDSVDPRI ANVFTNAFRY 
*** 
501 550 
EPO GHTMLQPFMF RLDSQYRASA PNSHVPLSSA FFASWRIVYE GGIDPILRGL 
MPO GHTLIQPFMF RLDNRYQPME PNPRVPLSRV FFASWRVVLE GGIDPILRGL 
551 600 
EPO MATPAKLNRQ DAMLVDELRD RLFRQVRRIG LDLAALNMQR SRDHGLPGYN 
MPO MATPAKLNRQ NQIAVDEIRE RLFEQVMRIG LDLPALNMQR SRDHGLPGYN 
601 650 
EPO AWRRFCGLSQ PRNLAQLSRV LKNQDLARKF LNLYGTPDNI DIWIGAIAEP 
MPO AWRRFCGLPQ PETVGQLGTV LRNLKLARKL MEQYGTPNNI DIWMGGVSEP 
651 700 
EPO LLPGARVGPL LACLFENQFR RA-ETETGSG GRTRCFHQRQ RKALSRISLS 




EPO RIICDNTGIT TVSR-DIFRA NIYPRGFVNC SRIPRLNLSA WRGT*. 
MPO RIICDNTGIT TVSKNNIFMS NSYPRDFVNC STLPALNLAS WREAS* 
Figura l. Confronto tra le sequenze aminoacidiche della EPO e della MPO umane. La 
sequenza della EPO è quella descritta da Sakamaki et al. (16), mentre la sequenza della MPO è 
quella descritta da Morishita et al. (93). La sequenza della EPO (riga superiore) e quella della 
MPO (riga inferiore) sono state allineate per ottenere il massimo dell'omologia. L'inizio 
delle catene leggere e pesanti della EPO e della MPO è indicato dalle frecce. I siti di potenziale 
glicosilazione sono indicati con tre asterischi (***) e la regione aminoacidica a cui è legato il 
gruppo prostetico è sottolineata. 
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Dal confronto tra le sequenze delle varie perossidasi è emerso che la 
regione aminoacidica compresa tra il residuo 412 e 430, che contiene il 
residuo di istidina, a cui sarebbe legato il gruppo prostetico, è 
conservata in tutte le perossidasi animali studiate (18). 
Le perossidasi hanno la proprietà di catalizzare, in presenza di acqua 
ossigenata o di idroperossidi, l' ossidazione di vari composti, sia 
organici che inorganici (1). 
L' eosinofilo perossidasi e la mieloperossidasi, in particolare, sono in 
grado di generare composti ad alto potere ossidante che possono avere 
sia effetti benefici che nocivi. Quelli benefici derivano dalla capacità di 
uccidere alcuni parassiti, batteri, funghi e cellule tumorali, mentre~ 
quelli nocivi dipendono dalla citotossicità di queste due perossidasi nei 
confronti di vari tipi cellulari, quali leucociti, mast-cellule e 
pneumociti. Entrambe le perossidasi sono inoltre .capaci di regolare la 
risposta infiammatoria, rinforzandola od inibendola. Gli effetti pro-
infiammatori sono legati alla capacità della MPO di inattivare l' al-
antitripsina, un inibitore di proteasi, ed alla capacità della EPO di 
stimolare la degranulazione delle mast-cellule. Gli effetti anti-
infiammatori derivano invece dall' inattivazione di fattori 
chemiotattici ed alcune tossine batteriche ad opera della MPO e dalla 
degradazione dei leucotrieni B4, C4, 04 ed E4, che normalmente 
attivano la flogosi, ad opera della EPO. 
Negli anni '60 sono stati descritti i primi casi di carenza ereditaria di 
eosinofilo perossidasi e mieloperossidasi ed inizialmente sembravano 
essere due fra i più rari difetti dei granulociti. Negli anni successivi, 
con il miglioramento delle tecniche di indagine, è stato identificato un 
numero crescente di soggetti portatori di una delle due deficienze, 
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soprattutto di individui carenti di mieloperossidasi, e ciò ha fatto 
ipotizzare una diffusione delle due anomalie superiore a quella attesa. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di studiare le basi molecolari della 
carenza ereditaria della mieloperossidasi e della eosinofilo perossidasi. 
Lo studio è stato affrontato con un approccio multidisciplinare che ha 
incluso indagini immunocitochimiche, spettroscopiche, biochimiche e 
di genetica molecolare. 
Prima di passare alla descrizione dei metodi di studio e dei risultati 
ottenuti verranno descritte le proprietà strutturali, genetiche e 
funzionali della mieloperossidasi e della eosinofilo perossidasi. 
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L' EOSINOFILO PEROSSIDASI 
Struttura e biosintesi 
L' eosinofilo perossidasi è una proteina simile alla mieloperossidasi, 
nella struttura e nelle funzioni, mentre se ne differenzia 
biochimicamente (19), immunologicamente (20) e geneticamente (16-
21). 
Studi strutturali sulla proteina purificata hanno dimostrato che la 
eosinofilo perossidasi è un dimero di circa 70 kDa di peso molecolare, 
costituito da una catena pesante di 55 kDa ed una catena leggera di 15 
kDa (22-24). 
L' analisi del gruppo prostetico della EPO attraverso l' impiego della 
spettroscopia di Raman ha rivelato che esso è costituito dalla 
protoporfirina IX (9). Lo spettro di assorbimento della EPO purificata ha 
un picco intorno ai 412 nm (22, 25), mentre lo spettro derivato dalla 
differenza di assorbimento fra la forma ridotta della EPO e la forma 
ossidata mostra un picco massimo intorno ai 448 nm (23). 
55kDa 
H L 
Figura 2. Modello della struttura della eosinofilo perossidasi umana. Il modello è stato 
costruito sulla base degli studi strutturali sulla proteina matura (22).H, catena pesante 
e L, catena leggera. I numeri indicano il peso molecolare di ciascuna subunità. 
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La composizione aminoacidica della eosinofiloperossidasi ricavata 
dalla sequenza nucleotidica risulta simile a quella della 
mieloperossidasi, mostrando un alto contenuto di aminoacidi basici, 
responsabili del valore del punto isoelettrico superiore a 11 (Tabella l) 
(22). 
Dagli studi di biosintesi effettuati su cellule provenienti dal midollo 
osseo di pazienti eosinofilici è emerso che l' EPO matura deriva da due 
precursori di 78 e 72 kDa di p.m., soggetti a elaborazione proteolitica 
durante il trasporto intracellulare e l'immagazzinamento nei granuli 
Tabella l. COMPOSIZIONE AMINOACIDICA DELLA EOSINOFILO PEROSSIDASI 
UMANA RICAVATA SULLA BASE DELLA SEQUENZA NUCLEOTIDICA. 
n n(%) PM PM(%) 
A ala alanina 46 8.0 3267 5.0 
c cys cisteina 15 2.6 1545 2.4 
D asp acido aspartico 30 5.2 3450 5.3 
E glu acido glutammico 16 2.8 2064 3.1 
F phe fenilalanina 31 5.4 4559 6.9 
G gly glicine 35 6.1 1995 3.0 
H his istidina 9 1.6 1233 1.9 
I ile isoleucina 28 4.9 3166 4.8 
K lys lisina 13 2.3 1665 2.5 
L leu l eu cina 66 11.5 7463 11.4 
M met metionina 12 2.1 1572 2.4 
N asn asparagina 37 6.4 4219 6.4 
P pro prolina 37 6.4 3590 5.5 
Q gln glutamina 22 3.8 2817 4.3 
R arg arginina 74 12.8 11551 17.6 
s ser serina 34 5.9 2959 4.5 
T thr treonina 27 4.7 2728 4.2 
V val valina 22 3.8 2179 3.3 
Wtrp triptofano 8 1.4 1488 2.3 
Y tyr tirosina 13 2.3 2119 3.2 
z STOP l 0.2 
n, quantità dal punto di vista numerico di ciascun aminoacido presente nella proteina 
matura. n(%), percentuale dal punto di vista numerico con cui ciascun aminoacido è 
presente nella proteina. PM, peso molecolare di ciascun aminoacido. PM (%) 
percentuale dal punto di vista del peso molecolare con cui ciascun aminoacido è presente 
nella proteina. 
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(20). Non è stato però possibile dimostrare la conversione dei 
precursori nella proteina matura. Usando anticorpi monoclonali o 
poli clonali per immunoprecipitare l' EPO, dopo marca tura biosintetica, 
gli Autori sono riusciti ad evidenziare la catena pesante di 55 kDa ed 
un polipeptide di 25 kDa che, è stato ipotizzato, potrebbe dare origine 
alla catena leggera di 15 kDa attraverso modificazioni proteolitiche non 
ancora identificate (20). 
I potenziali siti di glicosilazione della EPO (Asn-X-Ser) sono 4 e sono 
tutti localizzati sulla catene pesante (16). Gli zuccheri che costituiscono 
le catene oligosaccaridiche laterali sono il Mannosio (4.5 °/o in peso) e l' 
N-aceti-glucosamina (0.8°/o in peso) (24). 
Espressione ed organizzazione del gene 
Mentre molti studi sono stati fatti sulle proprietà biologiche e 
biochimiche della EPO e delle altre proteine cationiche dei granulociti 
eosinofili umani (Eosinophil Cationic Protein -ECP-, Eosinophil 
Derived Neurotoxin -EDN-, Major Basic Protein -MBP-), solo 
recentemente si è investigato sulla sintesi di queste proteine, grazie 
anche al clonaggio dei vari cDNA codificanti per le diverse proteine 
cationiche (26-28). 
E' stato così appurato che, in maniera analoga a quanto descritto per la 
MPO, la sintesi del RNA messaggero della EPO e della MBP è limitata 
alle prime fasi di differenziazione dei granulociti eosinofili, al 
contrario dei messaggeri della ECP ed EDN che vengono espressi anche 
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Kb 
A 
B 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
c 
Figura 3. Organizzazione dei geni della eosinofilo perossidasi e della mieloperossidasi 
umane. A, Scala delle dimensioni dei geni espresse in Kb. B, Organizzazione del gene 
cromosomico della eosinofilo perossidasi umana. C, Organizzazione del gene 
cromosomico della mieloperossidasi umana. I rettangoli scuri e le linee rappresentano 
gli esoni e gli introni, rispettivamente. 
negli eosinofili maturi del sangue periferico (29, 30). Il cONA della . 
eosinofilo perossidasi è stato isolato per la prima volta da una genoteca 
di espressione fagica costruita partendo dai messaggeri estratti da 
cellule del sangue di cordone ombellicale umano, usando sonde 
oligonucleotidiche di 17 basi, sintetizzate sulla base delle sequenze 
parziali delle estremità amino-terminali della catena pesante e leggera 
della eosinofilo perossidasi umana (31). 
Confrontando la sequenza nucleotidica del cONA con le sequenze 
aminoacidiche, già parzialmente note per le due subunità della 
eosinofilo perossidasi, si è visto che esso codifica per un polipeptide di 
714 aminoacidi costituito da una sequenza segnale di 139 aminoacidi 
localizzata nella parte 5' del cONA, dalla catena leggera di 110 
aminoacidi e dalla catena pesante di 465 aminoacidi (31). 
n gene della eosinofilo perossidasi umana è stato invece isolato da una 
genoteca di DNA genomico umano (16). 
L'organizzazione del gene cromosomiale della eosinofilo perossidasi è 
risultata simile a quella del gene della MPO sia nella suddivisione in 12 
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esoni ed 11 introni che nella struttura della sequenza segnale e delle 
due subunità. L'unica differenza è stata rilevata a livello del primo 
esone della MPO che è risultato essere 138 basi più lungo del 
corrispettivo esone della EPO (16). 
FUNZIONI DELLA EOSINOFILO PEROSSIDASI 
L' eosinofilo perossidasi svolge le sue funzioni sia in quanto parte del 
sistema EPO-H202-alogenuro sia come proteina a se stante. 
E' stata particolarmente studiata la proprietà di catalizzare, in presenza 
di H202 e alogenuri, la formazione di prodotti ossidanti con attività 
citocida. 
Il sistema EPO-H202-alogenuro svolge attività battericida, anche se è 
meno efficacie della mieloperossidasi (32-36), e parassitocida, contro 
alcuni protozoi, quali Schistosoma mansoni (37, 38), Trichinella 
spiralis (39), Toxoplasma gondii (40) e Trypanosoma cruzei (41). E' stato 
inoltre osservato che le schistosomule di S. mansoni rivestite dall' EPO 
diventano più sensibili all' azione citocida dei neutro fili ( 42). In 
maniera simile l'EPO attiva i macrofagi stimolando la loro attività 
citocida nei confronti di stafilococchi (43), Toxoplasma e Trypanosoma 
(40, 41). 
Studi in vitro, poi, hanno dimostrato che l' EPO insieme alle altre 
proteine cationiche degli eosinofili possono determinare un marcato 
effetto citotossico e citocida contro cellule del miocardio, cellule 
endoteliali e cellule ciliate della parete bronchiale (44). 
Nell' ambito del processo flogistico l' eosinofilo perossidasi è capace sia 
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di un' attività proinfiammatoria che antiinfiammatoria. L'effetto 
proinfiammatorio è mediato, da una parte, dai prodotti estremamente 
reattivi ed ossidanti generati dal sistema EPO-HzOz-alogenuro e, 
dall'altra, dall' interazione con le mast-cellule. Questo enzima, infatti, a 
basse concentrazioni è capace di indurre la degranulazione delle 
mastcellule, determinando il rilascio di istamina (45). E' stato poi 
dimostrato che l' eosinofilo perossidasi si lega ai granuli esocitati dalle 
mastcellule ed il complesso costituito dalla EPO e dai granuli presenta 
un' attività perossidasica superiore a quella della EPO da sola (46). 
L' effetto antiinfiammatorio è determinato sia dall' azione battericida 
già citata sia dalla capacità di inattivare i leucotrieni (47, 48). 
E' stato infine ipotizzato il coinvolgimento degli eosinofili nella difesa 
contro i tumori con almeno due meccanismi: l) questi granulociti, 
attraverso il sistema EPO-H20z-alogenuro, possono esercitare un 
azione citotossica diretta nei confronti delle cellule tumorali di 
mammifero ( 49), 2) l' EPO se creta dagli eosinofili rende le cellule 
tumorali a cui si lega maggiormente suscettibili all' azione citotossica 
dei macrofagi (50). 
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LA CARENZA DI EOSINOFILO PEROSSIDASI 
La carenza di eosinofilo perossidasi è una rara anomalia genetica, non 
associata ad alcuna malattia conclamata, descritta per la prima volta da 
Presentey nel1968 (51). Dall'anno della scoperta fino ad oggi sono stati 
descritti in letteratura 108 casi, che sono stati caratterizzati a livello 
citochimica e di microscopia ottica (52-64). 
Sulla base delle osservazioni fatte sui primi soggetti carenti= di EPO 
sono stati stabiliti dei criteri per diagnosticare tale anomalia: reazione 
per la perossidasi ridotta o assente nei granulociti eosinofili, ridotta od , 
assente colorazione dei granuli degli eosinofili con il Sudan-Nero, 
diminuzione del volume della matrice, ma non del cuore dei granuli 
specifici. 
In almeno 12 dei casi in cui è stato possibile studiare anche i familiari 
dei probandi è stata dimostrata la natura genetica dell'anomalia (54), 
mentre in altri 18 casi gli Autori non sono stati in grado di chiarire le 
modalità di trasmissione del difetto (52, 57, 60). 
Più recentemente sono stati eseguiti degli studi morfometrici ed 
immunocitochimici per capire se gli eosinofili degli individui portatori 
dell'anomalia di Presentey fossero privi di altre proteine dei granuli 
specifici, quali ECP ed EDN. Gli Autori hanno così osservato che l'EPO 
è l'unica proteina cationica assente in quegli eosinofili, ma hanno 
anche rilevato nei soggetti carenti di EPO un contenuto citoplasmatico 
delle proteine cationiche ECP ed EDN superiore alla norma, 
ipotizzando così un' alterazione del meccanismo di 
immagazzinamento di queste due proteine nei granuli specifici (65). 
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Per quanto riguarda ·la diffusione della carenza di EPO, i dati di 
letteratura disponibili al momento non sono definitivi a causa della 
ridotta casistica. 
Esistono due soli studi su campioni significativi di popolazione: quello 
svolto da Presentey che ha identificato i primi soggetti carenti di EPO 
tra individui di origine yemenita, nord africana ed ebraica (54, 58), e 
quello svolto da Zabucchi, che ha portato alla identificazione di 5 
soggetti carenti di EPO su 131000 soggetti analizzati in un periodo di 
tempo di 40 mesi ( 65). Sembrerebbe quindi che, nell'area geografica 
studiata (Trieste e provincia), il difetto interessa almeno l soggetto su 
26000 e, più in generale, che la distribuzione geografica del difetto è più . 
vasta di quanto inizialmente si pensasse. 
LA MIELOPEROSSIDASI 
Struttura e biosintesi. 
La mieloperossidasi è una glicoproteina altamente cationica, come 
indicato dal valore del suo punto isoelettrico, che è stato stimato essere 
superiore a 10 (66), localizzata nei granuli azurofili dei granulociti 
neutrofili (66)e nei granuli lisosomiali dei monociti (6). 
La struttura ed il peso molecolare della MPO sono stati per lungo 
tempo oggetto di controversie. Un gruppo di ricerca, verso la fine degli 
anni '60, aveva messo in evidenza da 6 a 10 forme elettroforetiche di 
MPO umana (67). Studi ulteriori avevano suggerito che differenti 
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Figura 4. Modello della struttura della mieloperossidasi umana. Il modello è stato 
costruito sulla base degli studi strutturali sulla proteina matura (69, 70) . .:a, catena 
leggera e ~' catena pesante. 5-S, ponte disolfuro. 
popolazioni di neutrofili potessero esprimere forme differenti di MPO 
(68), ma, sulla base dei dati certi disponibili attualmente, la 
mieloperossidasi risulta essere un tetramero di circa 145 kDa, che può 
essere separato in due metà apparentemente identiche, ciascuna delle 
quali è costituita da una catena pesante (a) di circa 59 kDa e da una 
catena leggera (~) di circa 13.5 kDa. E' stato dimostrato che ciascun 
protomero, formato da una catena pesante ed una leggera, è 
enzimaticamente attivo (69, 70). Le due emi-MPO sono legate 
covalentemente da un unico ponte disolfuro che unisce i residui Cys 
153 di ciascuna delle due catene pesanti. Oltre al ponte disolfuro inter-
catena, che tiene insieme le due metà della proteina, sono presenti altri 
6 ponti disolfuro intra-catena, all'interno delle cate~e leggere e pesanti 
(18). 
Questo modello è però complicato dalla presenza di una specie proteica 
di circa 39 kDa, che a p pare quando viene effettuata l'analisi 
elettroforetica in gel di poliacrilamide della MPO in condizioni non 
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riducenti (71-74). E' stato poi dimostrato attraverso la mappatura 
peptidica bidimensionale (75) e la parziale sequenza aminoacidica (76) 
che il polipeptide di 39 kDa è strettamente correlato con la catena 
pesante della MPO. Alcuni Autori hanno identificato un paziente 
affetto da leucemia mieloide cronica che possedeva solo catene pesanti 
di 39 kDa (77) e questo fatto ha indotto a pensare, senza però avere una 
successiva conferma sperimentale, che la struttura della 
mieloperossidasi possa essere asimmetrica a livello di catena pesante 
(per esempio aa.'~2 piuttosto che a2~2) oppure che possano esistere due 
o tre forme di MPO matura (per esempio a2~2, aa'~2, a'2~2). 
Ciascuna emi-MPO contiene un gruppo prostetico legato, 
covalentemente al residuo aminoacidico Glu 242, a livello quindi della 
catena pesante. La struttura chimica del gruppo prostetico della MPO 
non è ancora nota, ma è stato ipotizzato che sia una forma modificata 
di quello della protoporfirina IX (78). 
Lo spettro di assorbimento nel campo dell' ultravioletto e del visibile 
associato al gruppo prostetico della MPO differisce da quello delle altre 
eme-proteine, essendo spostato verso il rosso. Un picco di 
assorbimento a circa 680 nm è responsabile del caratteristico colore 
verde della mieloperossidasi (79, 80). 
Lo spettro di assorbimento della MPO purificata è caratterizzato, nella 
forma ossidata dell'enzima, da due picchi di assorbimento, a 565 e a 428 
nm (81-84). 
Sulla base degli studi cristallografici è stato identificato su ciascuna emi-
MPO un sito di legame per ioni Ca2+, che influenza la conformazione 
della proteina nella regione della catena leggera prossima alla estremità 
carbossi-terminale {18). 
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Tabella 2. COMPOSIZIONE AMINOACIDICA DELLA MIELOPEROSSIDASI 
UMANA RICAVATA SULLA BASE DELLA SEQUENZA NUCLEOTIDICA. 
n n(%) PM PM(%) 
A ala alanina 37 6.4 2628 4.0 
c cys cisteina 14 2.4 1442 2.2 
D asp acido aspartico 29 5.0 3335 5.1 
E glu acido glutammico 26 4.5 3355 5.1 
F phe fenilalanina 27 4.7 3970 6.0 
G gly glicine 35 6.0 1995 3.0 
H his istidina 6 1.0 822 1.2 
I ile isoleucina 28 4.8 3166 4.8 
K lys lisina 14 2.4 1793 2.7 
L leu leucina 61 10.5 6898 10.5 
M met metionina 18 3.1 2358 -3.6 
N asn asparagina 39 6.7 4447 6.8 
P pro prolina 46 7.9 4464 6.8 
Q gln glutammina 28 4.8 3585 5.4 
R arg arginina 55 9.5 8585 13.0 
S ser serina 32 5.5 2785 4.2 
T thr treonina 30 5.2 3031 4.6 
V val valina 29 5.0 2872 4.4 
Wtrp triptofano lO 1.7 1860 2.8 
Y tyr tirosine 15 2.6 2445 3.7 
z STOP l 0.2 
n, quantità dal punto di vista numerico di ciascun aminoacido presente nella proteina 
matura. n(%}, percentuale dal punto di vista numerico con cui ciascun aminoacido è 
presente nella proteina. PM, peso molecolare di ciascun aminoacido. PM (%) 
percentuale dal punto di vista del peso molecolare con cui ciascun aminoacido è presente 
nella proteina. 
La sequenza della MPO umana presenta 4 siti potenziali di 
glicosilazione localizza ti su ciascuna delle ca te ne pesanti, in 
corrispondenza dei residui Arg 157, Arg 189, Arg 225 e Arg 317 (18). 
I carboidrati costituiscono il 2.5 °/o del peso dell' enzima purificato (78). I 
dati riguardanti la composizione aminoacidica ricavati sulla base della 
sequenza nucleotidica hanno confermato le conoscenze preesistenti 
(81, 85), indicando un alto contenuto di arginina e leucina, una polarità 
globale della molecola di poco inferiore al 50°/o. 
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Figura S. Schema del processo di biosintesi e di elaborazione intracellulare della MPO. 
Sono inclusi nella figura i simboli che rappresentano la sequenza segnale, le molecole di 
glucosio, le catene oligosaccaridiche costituite da 2 molecole di N-acetil-glucosamina e 
9 molecole di mannosio [(NAcGlc)2Man9] ed il gruppo prestetico. Modificato da: 
Nauseef, W.M., McCormick, S. e Hong, Y (1992) Blood, 80, 2622-33. 
studi sulla sua biosintesi e sul suo trasporto intracellulare ai granuli 
azurofili non sono ancora completi. 
La comprensione della regolazione della biosintesi di questo enzima, 
che è strettamente correlata con le fasi di differenziazione delle cellule 
mieloidi, potrebbe dare importanti informazioni riguardanti la 
granulogenesi delle cellule normali e di quelle leucemiche, e sciogliere 
alcuni dei dubbi che ancora persistono riguardo la struttura della 
mieloperossidasi. 
In particolare, due aspetti importanti della biosintesi della MPO sono 
ancora da chiarire: il meccanismo con cui il trasporto della proteina 
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viene indirizzato verso i granuli azurofili; il sito intracellulare di 
inserzione del gruppo eme, durante la sintesi della molecola e la sua 
influenza sulle successive fasi di elaborazione. 
La mieloperossidasi è sintetizzata come un precursore di 80 kDa di 
p.m., che poi viene lentamente elaborato, originando le subunità della 
proteina matura {86-88). 
La glicosilazione della MPO ha inizio quando ancora la sintesi della 
molecola non è completa e consiste nell' aggiunta di 4 catene N-
oligosaccaridiche laterali, tutte sulla catena pesante, generando l' apo-
pro-MPO di 92 kDa di p.m. (89). 
Questa forma di apo-enzima viene rapidamente elaborata in una apo-, 
pro-MPO di 89 kDa, per azione della glucosidasi I, l'enzima che 
rimuove i residui di glucosio dalle catene oligosaccaridiche in via di 
rielaborazione ancora all' interno del reticolo endoplasmico. 
E' stato ipotizzato che l' assemblaggio del gruppo prostetico possa 
iniziare in questa fase della elaborazione, causando anche 
modificazioni conformazionali della pro-MPO, che ne determinano l' 
uscita dal reticolo endoplasmico e l' ingresso in un compartimento pre-
Golgi, in cui viene addizionato un residuo di Mannosio-6-fosfato (89). 
Il precursore di 89 kDa attraversa l' apparato del Golgi rapidamente 
senza subire ulteriori modifiche da parte degli enzimi modificatori 
delle catene oligosaccaridiche localizzati nelle regioni media e trans del 
Golgi {92) e raggiunge i granuli azurofili dove completa la maturazione 
proteolitica, che consiste nella separazione della catena leggera (residui 
1-106) dalla catena pesante (residui 113-575) attraverso la rimozione di 6 
aminoacidi, (residui 107-112), che uniscono le due subunità nel 
precursore della MPO {18). 
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Espressione eà organzzzazzone àel gene. 
Sin dai primi studi sulì' espressione del gene delìa mieloperossidasi, 
basati sull' analisi citochimica della perossidasi e sull'analisi 
morfologica al microscopio elettronico delle cellule del midollo osseo 
umano, era stato suggerito che la MPO fosse sintetizzata solo nelle 
prime fasi di differenziazione delle cellule mieloidi (70, 91). Questo 
dato è stato successivamente confermato con analisi di Northern blot e 
di Reazioni di Polimerizzazione a Catena (PCR), attraverso le quali è 
stato dimostrato che l' espressione del gene della mieloperossidasi è 
limitata alla fase promielocitica del processo di maturazione dei 
granulociti, mentre nei granulociti neutrofili del sangue periferico il 
messaggero della MPO non viene più sintetizzato (30, 70, 91). 
I primi cloni di cDNA del precursore della mieloperossidasi umana 
sono stati isolati da tre diversi gruppi di ricerca nello stesso periodo: 
due gruppi, entrambi statunitensi, hanno usato anticorpi policlonali 
anti-MPO per isolare cloni specifici di cDNA o da una genoteca di 
espressione fagica in cui erano stati clonati i cDNA derivati dai 
messaggeri estratti da cellule di midollo osseo umano normali (92), o 
da una genoteca di espressione ottenuta dai messaggeri estratti dalla 
linea cellulare promielocitica leucemica HL-60 (85). 
Il terzo gruppo di ricerca, giapponese, ha isolato diversi cloni di cDNA 
della MPO da una genoteca di espressione costruita con i messaggeri 
estratti dalla linea cellulare promielocitica leucemica HL-60, usando 
una sonda oligonucleotidica di 41 paia di basi, sintetizzata sulla base 
della parziale sequenza aminoacidica della catena pesante della MPO 
(93). 
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La sequenza nucleotidica dei cloni del cONA del precursore della 
mieloperossidasi ha rivelato che esso codifica per un polipeptide di 745 
aminoacidi, nel quale la catena pesante, costituita da 467 aminoacidi, è 
localizzata nella sua porzione carbossi-terminale, mentre il peptide 
segnale e la catena leggera, costituiti dai restanti 278 aminoacidi, 
occupano la parte amino-terminale (93). 
Usando il cONA codificante per la mieloperossidasi umana come 
sonda, è stato isolato da una genoteca di DNA genomico umano il gene 
della MPO. L'allineamento della sequenza del cONA della MPO con la 
sequenza del gene cromosomiale ha rivelato l'organizzazione del gene 
della MPO umana, che risulta composto da 12 esoni e 11 introni (21). 
La catena leggera è codificata dalla porzione carbossi-terminale dell' 
esone 4, dall' esone 5 e da due terzi dell' esone 6, mentre la catena 
pesante della MPO è codificata dall'ultima parte dell' esone 6 e dagli 
esoni 7-12. Gli esoni 1-3 e la porzione amino-terminale dell' esone 4 
codificano per la sequenza segnale per il trasporto della MPO ai granuli 
azurofili e per la parte di sequenza ( "pro"), che viene rimossa durante 
la maturazione del precursore della mieloperossidasi (92, 93). 
E' stato inoltre ipotizzato che possano esistere uno o due geni della 
mieloperossidasi per genoma aploide, dal momento che l' analisi di 
Southern blot del DNA genomico umano ha rivelato la presenza di un 
numero di bande diverso da quello atteso usando come sonda il cONA 
della MPO (93), ma gli studi attuali non hanno fornito ulteriori prove a 
sostegno di questa ipotesi. 
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FUNZIONI DELLA MIELOPEROSSIDASI 
I meccanismi ossigeno-dipendenti con i quali i granulociti neutrofili 
eliminano batteri (94, 95}, funghi (96, 97}, virus (98) e cellule tumorali 
(99, 100) sono in larga misura mediati dalla MPO. 
Klebanoff è stato il primo ricercatore a dimostrare l'importanza della 
MPO nell' eliminazione da parte dei granulociti polimorfonucleati di 
una grande varietà di microrganismi e di cellule di mammifero (101). 
I neutrofili stimolati rilasciano laMPO e gli altri componenti granulari 
nei fagolisosomi oppure nello spazio extracellulare. Il sistema MPO-, 
H202-alogenuro (ione cloro, in particolare) genera prodotti tossici 
estremamente ossidanti che esercitano un' azione citocida (102). 
Zgliczynski ed i suoi collaboratori hanno dimostrato che i granulociti 
neutrofili attivati possono alogenare attraverso la MPO i batteri 
fagocitati (103). Altri Autori hanno dimostrato che laMPO, in presenza 
dell' H20 2 prodotta all' interno dei fagolisosomi, catalizza la 
formazione di acido ipocloroso (HClO) attraverso l' ossidazione degli 
ioni cloruro (104). Sia l' acido ipocloroso che gli altri prodotti ossidanti 
derivati dall' HClO sono generati dal sistema MPO-H202-alogenuro e, 
provocando l' ossidazione dei gruppi chimici presenti sulle cellule 
bersaglio, mediano il danno cellulare. 
Oltre all' attività battericida all' interno del fagolisosoma il sistema 
MPO-H202-alogenuro esercita le sue funzioni anche nell'ambiente 
extracellulare (104). I bersagli degli agenti tossici generati dai neutrofili 
attivati possono essere classificati in 4 categorie: l) cellule di 
mammifero, 2) microrganismi pluricellulari, 3} sostanze umorali e 4) 
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proteine granulari. 
E' stata dimostrata l' attività citotossica nei confronti di cellule tumorali 
(99, 100), piastrine (105, 106) e degli stessi leucociti polimorfonucleati 
(107, 108). E' stata poi dimostrata la capacità del sistema MPO-H202-
alogenuro di uccidere in vitro alcune specie di funghi, quali Candida 
albicans e Aspergillus fumigatus (109, 110), che per le loro dimensioni 
non possono essere fagocitati dai neutrofili. 
La MPO non esercita un ruolo importante solo nell' ambito dei 
meccanismi di citotossicità ossigeno-dipendente, ma è anche in grado 
di modulare la risposta infiammatoria. Il sistema MPO-H20 2-
alogenuro può inattivare alcune delle proteine granulari secrete (104, , 
111, 112); inattivare alcune molecole chemiotattiche, quali il 
frammento complementare esa ed alcuni peptidi batterici (113, 114); 
modificare la trasformazione di varie specie di prostaglandine (115); 
bloccare l'attività citotossica delle cellule NK (116); inattivare alcune 
tossine batteriche, quali la tossina difterica (117) e quella pneumococcica 
(118); ed inattivare l' a-1-antitripsina, un inibitore di varie proteasi tra 
cui l' elastasi (119, 120). 
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LA CARENZA DI MIELOPEROSSIDASI 
La carenza di mieloperossidasi consiste nell'assenza di attività 
perossidasica nei granulociti neutrofili e può essere divisa in tre 
categorie: primaria, secondaria all' assunzione di farmaci o sostanze 
tossiche (121); associata con alcune forme di leucemie mieloidi e 
linfoidi (122-125). 
Dal 1963, anno in cui sono stati scoperti i primi due casi, fino al 1980, 
sono stati descritti in letteratura 17 casi (126-136) e questo fatto aveva 
indotto a pensare che la carenza di mieloperossidasi fosse uno dei . 
difetti più rari dei neutrofili. Dal 1980 fino ad oggi sono stati invece 
descritti almeno altri 100 casi e, sulla base degli studi di popolazione, la 
prevalenza del difetto si è rivelata superiore alle attese (137-140). Lo 
aumento del numero di soggetti carenti di mieloperossidasi identificati 
dopo il 1980 è sicuramente dovuta alla diffusione nei laboratori 
ematologici dei sistemi automatizzati citofluorimetrici che identificano 
i leucociti sulla base delle dimensioni e di reazioni citochimiche. Dal 
momento che i granulociti neutrofili sono identificati con tali 
strumentazioni sulla base della reazione citochimica per la perossidasi, 
le cellule carenti di mieloperossidasi sono facilmente messe in 
evidenza. La conferma che le cellule prive di mieloperossidasi sono 
granulociti polimorfonucleati e non linfociti o blasti viene poi ottenuta 
attraverso la conta differenziale dei leucociti e l' istochimica per la 
perossidasi secondo i metodi tradizionali. 
I dati sulla diffusione della deficienza di mieloperossidasi variano a 
seconda delle aree dove sono stati condotti gli studi epidemiologici. 
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Negli U.S.A., il difetto interesserebbe l soggetto su 2100 (137), mentre in 
Italia il rapporto sarebbe di l a 8300 (140). E' così emerso che la carenza 
di mieloperossidasi è il difetto più comune dei granulociti neutrofili e 
non sembra soggetta a restrizioni geografiche. 
Per quanto riguarda gli aspetti clinici, essendo noto il ruolo esercitato 
dal sistema mieloperossidasi-H202-alogenuro nella difesa contro i 
microrganismi, si attendeva una maggior suscettibilità alle infezioni da 
parte dei soggetti carenti di questo enzima. 
Il quadro clinico della carenza ereditaria di mieloperossidasi è -risultato 
invece decisamente meno grave di quello osservato in altre carenze 
ereditarie che colpiscono i granulociti polimorfonucleati, come la, 
malattia cronica granulomatosa o la sindrome di Chediak-Higashi 
(141). Sebbene la maggior parte dei soggetti deficienti di 
mieloperossidasi descritti in letteratura godano di buona salute, alcuni 
sono più soggetti a contrarre infezioni. 
Sono stati descritti soggetti carenti di MPO affetti da candidasi sia 
disseminata (142) che localizzata a livello epatico (134, 135) e 
polmonare (137). Tre di questi pazienti erano diabetici e questo fatto 
può essere stato determinante per lo sviluppo delle infezioni da 
Candida dal momento che è noto che i leucociti dei soggetti diabetici 
hanno ridotte attività di chemiotassi, fagocitosi e microbicida. 
Sono stati poi riportati i casi di tre individui carenti di MPO sofferenti 
di acne vulgaris (139), un caso di discheratosi congenita complicata da 
ricorrenti infezioni batteriche (130) ed un caso di psoriasi pustolosa 
(131). 
In tutti i casi descritti gli Autori non sono però riusciti a stabilire alcuna 
relazione certa tra carenza di mieloperossidasi e insorgenza delle 
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infezioni. E' stato perciò ipotizzato che l'assenza di MPO da sola non 
determini necessariamente un aumento della suscettibilità alle 
infezioni, ma piuttosto agisca in maniera sinergica con altri difetti nell' 
abbassare le capacità di difesa contro i microrganismi. 
Sono stati segnalati inoltre casi di soggetti portatori del difetto parziale 
di MPO affetti da neoplasia (143), ma il numero delle osservazioni è 
ancora troppo piccolo per trarre delle conclusioni, sebbene i dati clinici 
suggeriscano che sarebbe interessante seguire gli individui carenti di 
MPO per un periodo di tempo abbastanza lungo per stabilire se ;possano 
presentare un' incidenza di tumori superiore alla norma. 
Per quanto riguarda le basi genetiche e la modalità di trasmissione, la , 
carenza di MPO è stata studiata inizialmente con tecniche citochimiche, 
biochimiche, spettroscopiche ed immunocitochimiche (144-147). 
Sulla base di questi studi, che hanno evidenziato l' assenza della forma 
matura della mieloperossidasi nei granulociti neutrofili dei soggetti 
carenti di MPO, sono state ipotizzate o la mancata produzione della 
proteina oppure la produzione di una proteina alterata nel sito di 
legame del gruppo prostetico o nel sito catalitico. 
La modalità di trasmissione del difetto è tuttora controversa. Alcuni 
Autori hanno proposto una modalità di trasmissione di tipo 
autosomico recessivo (128), che è stata confermata a più riprese (133, 
134). Altri studi, pur confermando questa modalità, hanno concluso 
che dovesse esistere un differente grado di espressione del gene nei 
soggetti eterozigoti (135). Altri Autori ancora hanno suggerito un 
meccanismo di tipo autosomico dominante per la trasmissione del 
difetto parziale di MPO (136) o che la trasmissione del difetto sia legata 
ad alterazioni che colpiscono più geni (137). 
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In altri casi non è stato possibile stabilire i meccanismi di ereditarietà 
(132, 136). 
Le incertezze relative alla modalità di trasmissione della carenza di 
MPO possono derivare dal fatto che l'attività di questo enzima veniva 
misurata attraverso un dosaggio biochimico, che era influenzato dalla 
contemporanea presenza nel saggio di una piccola quantità di 
eosinofilo perossidasi derivata dai granulociti eosinofili che 
contaminavano i campioni di neutrofili. Negli studi successivi sono 
stati usati inibitori specifici per eliminare l' interferenza della 
eosinofilo perossidasi nei dosaggi dell' attività mieloperossidasica nelle 
preparazioni di granulociti neutrofili dei soggetti carenti di MPO (145,, 
148). 
Con il clonaggio e la sequenza del cDNA e del gene della 
mieloperossidasi sono iniziati gli studi rivolti a chiarire la natura 
molecolare della carenza di MPO. 
In un primo studio, eseguito su un solo soggetto, è stato dimostrato che 
mancava totalmente il messaggero per la MPO e il precursore della 
proteina, mentre nei precursori midollari dei granulociti del soggetto 
carente di MPO era presente un RNA nucleare eterogeneo di 
dimensioni normali (un RNA nucleare eterogeneo è un RNA ancora 
non elaborato, che viene evidenziato usando come sonde frammenti 
di DNA corrispondenti ad introni del gene della mieloperossidasi), 
facendo concludere agli Autori che il difetto potesse essere pre-
traduzionale (149). 
In un secondo studio, inizialmente compiuto su tre soggetti privi di 
MPO, è stato dimostrato che il messaggero per laMPO nei precursori 
midollari era di dimensioni normali ed era anche presente un 
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precursore della proteina, mentre l' analisi di Southern blot del DNA 
genomico dei soggetti digerito con l' endonucleasi Bgl II ha evidenziato 
frammenti di restrizione di dimensioni diverse da quelli derivati dal 
DNA di cellule normali. 
Questi risultati sono stati interpretati dagli Autori come indicativi del 
fatto che la carenza ereditaria di MPO sia una conseguenza della 
difettosa elaborazione post-traduzione del precursore della 
mieloperossidasi (150). 
Lo stesso tipo di digestione anomala del DNA genomico con l' 
endonucleasi Bgl II è stato ritrovato in altri sei soggetti, e ciò ha fatto 
ipotizzare che la mutazione responsabile della carenza ereditaria della. 
MPO crei un nuovo sito per l' enzima Bgl II, non presente 
normalmente nella sequenza genomica della MPO, fornendo così un 
sistema per identificare uno dei genotipi responsabili della deficienza 
di MPO (151, 152). 
La sequenza dei DNA genomici ha permesso di identificare la 
sostituzione della Timidina 8089 con una Citosina come responsabile 
della creazione del nuovo sito per l' enzima Bgl II nei soggetti carenti di 
MPO. Questa mutazione determina inoltre la sostituzione del residuo 
Arg 569 nell'esone 10 con un residuo Trp e studi genetici su un 
campione di popolazione significativo hanno permesso di escludere la 
possibilità che la sostituzione Arg/Trp possa rappresentare un 
polimorfismo (153). 
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MATERIALI & METODI 
PURIFICAZIONE DEI GRANULOOTI 
I granulociti sono stati isolati dal sangue periferico (154). Al sangue, 
anticoagulato con ACD (formula A, Laboratori Don Baxter, Trieste), è 
stato aggiunto EDTA (acido etilen-diamino-tetraacetico) alla 
concentrazione finale di lmM e destrano (Dextran T500-Pharmacia-
Uppsala, Sweden) al 4.5°/o in soluzione fisiologica (lml di destrano ogni 
5ml di sangue), allo scopo di fare sedimentare i globuli rossi. Dopo circa 
30 minuti di sedimentazione a temperatura ambiente, il plasma ricco 
di leucociti (soprana tante post-destrano) è stato raccolto e centrifugato a. 
250xg per 7 minuti. I fondelli contenenti granulociti ed eritrociti sono 
stati sottoposti a lisi ipotonica per eliminare le emazie contaminanti, 
trattando le cellule con 3 mi di una soluzione acquosa contenente 
tampone fosfato l mM a pH 7.4 per 30 sec. e ripristinando l'isotonicità 
con 7 mi di una soluzione di NaCI all'l.2°/o in tampone fosfato l mM a 
p H 7.4. Le cellule sono state poi lavate una volta con PBS, risospese 
nello stesso mezzo e contate elettronicamente (Coulter Counter ZB I, 
Luton, UK). La percentuale di neutrofili ed eosinofili nella sospensione 
cellulare finale è-stata determinata attraverso conta differenziale delle 
cellule centrifugate su vetrino e colorate con Diff-Quik. 
Le popolazioni cellulari arricchite in granulociti eosinofili sono state 
preparate attraverso un adattamento del metodo descritto da Roberts e 
Gallin (155). Brevemente, dopo la sedimentazione delle emazie con 
destrano, il plasma ricco di leucociti è stato incubato con una soluzione 
di formil-Metionil-Leucil-Fenilalanina 5 JlM per 15 min. a 37°C. La 
sospensione cellulare è stata poi stratificata direttamente su 
Limphoprep (Nycomed AS, Pharma Diagnostic Division, Norway) e 
27 
centrifugata a 800xg per 20 minuti. Dopo questa centrifugazione, la 
maggior parte dei granulociti eosinofili e gli eritrociti si sono localizzati 
nel fondello, mentre le cellule mononucleate e la maggior parte dei 
granulociti neutrofili sono rimasti all'interfaccia tra la sospensione 
cellulare ed il Limphoprep. I globuli rossi contaminanti sono stati 
eliminati mediante lisi ipotonica. 
ANALISI SPETfROSCOPICA 
Gli spettri di assorbimento ridotti meno ossidati sono stati registrati 
con uno spettrofotometro Perkin-Elmer 576-ST a doppio raggio. 
Gli omogenati sono stati preparati rompendo le cellule mediante tre 
cicli di sonicazione, attivando il sonicatore (Labsonic 200, Braun) alla 
massima potenza. I granulociti sonicati, risospesi in PBS alla 
concentrazione di 3-6xl06, sono stati aggiunti ad entrambe le "cuvette" 
ed è stata stabilita la linea di base. Quindi, dopo aver aggiunto alcuni 
granelli di sodio ditionito, quale agente riducente, ad una delle 
"cuvette" è stato registrato lo spettro differenziale (spettro del 
campione ridotto- spettro del campione ossidato). 
ANALISI CITOCHIMICHE 
Le sospensioni cellulari sono state diluite alla concentrazione di 0.2xl06 
cellule/mi con una soluzione di PBS, contenente 0.2°/o di siero-
albumina bovina (BSA) e centrifugate su vetrino usando una 
citocentrifuga (Cytospin 2, Shandon, UK). 
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La reazione citochimica per la perossidasi è stata eseguita secondo il 
metodo descritto da Kaplow (156) ed usando come substrato la 3-3'-
diaminobenzidina tetraidrocloruro (DAB). La colorazione con il Sudan 
Nero, specifica per i fosfolipidi, è stata eseguita seguendo il metodo 
descritto da Lison (157). 
DETERMINAZIONE DELL'A TIIVITA' DELLA EPO E DELLA MPO 
Per la determinazione dell'attività della EPO è stato seguito il metodo 
basato sull' ossidazione dell'acido omovanillico (HV A), descritto da , 
Menegazzi et al. (158). In breve, le preparazioni di granulociti sono state 
sonicate ed il dosaggio è stato allestito diluendo le aliquote di ciascuna 
omogenato, corrispondenti a 5xl03 eosinofili, in una soluzione 
tampone costituita da glicina 0.1 M a pH 10.5, contenente HVA 0.8 mM 
e Triton X-100 allo 0.05°/o. La reazione veniva iniziata aggiungendo alla 
miscela H202 alla concentrazione finale 1 O 11M ed è stata fatta procedere 
per 120 min. a 37° C. 
Al termine dell'incubazione, l'ossidazione dell'acido omovanillico è 
stata misurata allo spettrofotofluorimetro 650 105 (Perkin Elmer Corp., 
Norwalk, CT, U.S.A.), con le seguenti condizioni operative: 
"-eccitazione= 315 nm, slit 2, Aemissione= 425 nm, slit 4. Le misurazioni 
della fluorescenza sono state espresse come percentuali dell'attività dei 
soggetti di controllo. 
Per la determinazione dell'attività della MPO nelle popolazioni di 
granulociti miste di neutrofili ed eosinofili è stato usato un saggio 
basato sull'ossi d azione del guaiacolo come descritto da Cramer et al. 
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(19), in presenza di un composto, il 3-amino-1, 2, 4-triazolo (AMT), che 
è un inibitore dell'attività della EPO: è stato infatti dimostrato che 
l' AMT inibisce per il 15-20°/o l'attività mieloperossidasica ma abolisce 
quasi totalmente l'attività della eosinofilo perossidasi (19). 
A 0.5 ml di tampone sodio fosfato 0.1 M a pH 7.0 contenente guaiacolo 
13 mM (Sigma Chemical Co.), CTAB allo 0.02°/o e AMT 2 mM sono 
state aggiunte 2xl04 cellule delle preparazioni di granulociti ed il 
volume è stato portato ad l ml con KRP (Krebs Ringer Phosphate: 
tampone fosfato 16.66 mM a pH 7.4, NaCl 122.2 mM, KCl 4.9 mM, 
MgCl2 1.22 mM). La reazione è stata avviata aggiungendo alla miscela l 
J.Lmole di H202 e la formazione di guaiacolo ossidato è stata misurata , 
seguendo l'incremento in densità ottica a 470 nm a 37° C per l minuto. 
L' attività perossidasica è stata espressa in unità guaiacoliche (l unità 
equivale alle J.Lmoli di tetraguaiacolo formate da 106 cellule in un 
minuto di reazione). 
STUDI IMMUNOOTOCHIMIO 
Anticorpi: gli antisieri anti-EPO ed anti-MPO sono stati ottenuti 
attraverso l'immunizzazione di conigli con eosinofilo perossidasi o 
mieloperossidasi purificate. Gli anticorpi monoclonali anti-EPO H2G3 e 
B2G8 sono stati preparati e caratterizzati come descritto da Romano 
(159). L'antisiero anti-MBP e l'anticorpo monoclonale anti-
mieloperossidasi MP0-3 sono stati gentilmente forniti dal Prof. G. 
Gleich (Mayo Clinic, Rochester, MN) e dal Dr. C. E. van der Schoot 
(CLB, Amsterdam, The Netherlands), rispettivamente. 
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Reazioni Immunocitochimiche: I preparati sono stati allestiti 
centrifugando le cellule su vetrino. Successivamente le cellule sono 
state fatte asciugare e quindi sono state fissate con una soluzione di 
glutaraldeide allo 0.125o/o in PBS per 15 min. a temperatura ambiente. 
Dopo lavaggio in PBS e rimozione dell'eccesso di fissativo con siero 
umano al 2°/o in PBS, sui preparati sono state effettuate le reazioni 
immunocitochimiche. Sono stati usati i kit della Vektastain (Vector 
Lab., USA). 
Quando sono stati usati reagenti marcati con perossidasi di rafano 
(HRP), si è preliminarmente proceduto all'inattivazione della 
perossidasi endogena, incubando i vetrini con le cellule per lh a 37° C, 
con una soluzione glucosio lOmM in PBS, contenente NaN
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2mM, 
glucosio ossidasi l U /mi e resorcinolo 5 mM (160). 
Dopo l'inattivazione della perossidasi endogena, i preparati sono stati 
incubati per 60 min. a temperatura ambiente con gli antisieri oppure 
con gli anticorpi monoclonali. 
Dopo due lavaggi in PBS, le cellule sono state trattate per 45 min., a 
seconda del primo anticorpo usato (monoclonale o policlonale), o con 
un anticorpo biotinilato anti IgG di coniglio oppure con un anticorpo 
biotinilato anti IgG di topo diluiti entrambi 1:200 e, poi, dopo due 
lavaggi in PBS, con il complesso avidina-biotina coniugata all'enzima 
HRP o fosfatasi alcalina per 30 min. 
Dopo ulteriore lavaggio, le cellule sono state incubate con il substrato 
specifico per l'enzima con cui erano marcati gli anticorpi. 
n substrato usato per l'HRP è la diaminobenzidina 0.5 mg/ml sciolta in 
tampone Tris-Cl 0.1 M a pH 7.6, contenente imidazolo 10 mM, NiCl2 
allo 0.08°/o e H202 allo 0.01 °/o. 
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La reazione è stata bloccata dopo tre minuti e le cellule sono state 
controcolorate con emallume e montate in Eukitt (Bio-Optica, Milano). 
Quando sono stati usati reagenti marcati con l'enzima fosfatasi 
alcalina, rispetto al protocollo precedente, non è stata eseguita 
l'inattivazione della perossidasi endogena e, nell'ultima incubazione, è 
stato usato un complesso avidina-biotina coniugata a fosfatasi alcalina. 
n substrato per la fosfatasi alcalina usato è il Naftol AS-MX Fosfato 
(Sigma) sciolto previamente in dimetilformamide e diluito a 0.2 
mg/ml con tampone Tris-Cl 0.1 M a pH 8.2 contenente Levamisolo 
1mM {allo scopo di inibire la fosfatasi alcalina endogena) ed il sale 
FAST REO TR (Sigma) allo 0.01 °/o. 
La reazione è stata bloccata dopo 15-30 min. con lavaggio in PBS. Le 
cellule sono state controcolorate con emallume ed i preparati sono stati 
montati con un mezzo a base di glicerolo. 
SDS-PAGE e Western blot: L'elettroforesi è stata eseguita secondo il 
metodo di Laemmli {161). 
Le popolazioni cellulari arricchite in eosinofili sono state risospese in 
un tampone di diluizione del campione (sample buffer) contenente 
SDS al 4°/o, 15-Mercaptoetanolo al 5°/o, PMSF (fenil-metil-sulfonil-
fluoruro) 5 mM, leupeptina 1 J..LM e acido io do acetico 3 mM alla 
concentrazione di 5x106 cellule/mi. 
E' stato preparato un gel di poliacrilamide al 12.5°/o e i vari campioni 
sono stati bolliti per 10 min. ed in ciascun pozzetto sono stati caricati 
20f..ll di campione (corrispondenti a 100000 cellule). 
La corsa elettroforetica è stata fatta procedere per 90 min. a 30 mA 
costanti. Il trasferimento delle proteine su Immobilon (Millipore) è 
stato eseguito secondo il metodo di Towbin (162). 
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Al termine del trasferimento delle proteine (120 min. a 200 mA), le 
membrane sono state lasciate a bagno a 4°C per tutta una notte nel 
tampone di saturazione (soluzione di tampone Tris-Cl 50 mM a pH 7.6, 
contenente NaCl 0.15M e latte scremato al 5°/o). 
Le membrane sono state quindi incubate a temperatura ambiente per 
60 min. con l' antisiero anti-EPO, diluito 1:500, nel tampone di 
saturazione contenente Tween 20 allo 0.1 o/o, e, successivamente, sono 
state trattate con anticorpo di capra anti IgG di coniglio coniugato con 
perossidasi di rafano. Il legame con gli anticorpi è stato rivelato usando 
un sistema basato sulla chemiluminescenza (ECL, Amersham). 
COLTURE LIQUIDE DI PRECURSORI EMA TOPOIETIO 
Poichè i granulociti neutrofili ed eosinofili maturi contengono grandi 
quantità di mieloperossidasi ed eosinofilo perossidasi, rispettivamente, 
ma non contengono sufficienti quantità delle due proteine (29, 69), ho 
avuto la necessità di mettere a punto un metodo per poter disporre dei 
precursori dei granulociti che producono attivamente questi enzimi e 
contengono così gli mRNA specifici per la mieloperossidasi o 
l'eosinofilo perossidasi utili per gli studi genetici. Ho allora cercato di 
produrre precursori mieloidi a partire dalle cellule staminali 
ematopoietiche presenti nel sangue periferico. 
Il metodo è stato messo a punto con le cellule di soggetti normali e, poi, 
applicato alla coltura dei precursori dei soggetti carenti di 
mieloperossidasi o eosinofilo perossidasi. 
10 ml del sangue periferico dei soggetti studiati, anticoagulati con la 
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soluzione ACD, sono stati diluiti con un ugual volume di PBS, 
stratificati su Ficoll-Hypaque e centrifugati a 800xg per 20 min. a 
temperatura ambiente. 
I fondelli, contenenti i granulociti e gli eritrociti, sono stati sottoposti 
prima a lisi ipotonica per eliminare le emazie contaminanti e poi 
conservati a - 80° C per i successivi studi genetici sul DNA genomico. 
Le cellule mononucleate, recuperate all'interfaccia tra il plasma ed il 
Ficoll-Hypaque, sono state lavate due volte con il medium di coltura 
cellulare RPMI-1640 (250xg, 7 min.) per rimuovere le piastrine ed 
infine sono state risospese con 40 ml di RPMI-1640 (Gibco) contenente 
FCS (siero di vitello fetale) al 20°/o, Penicillina 50 J..Lg/ml, Streptomicina. 
50 J..Lg/ml, Glutamina 2 mM e 7o/o di un mezzo condizionato dalla linea 
cellulare 5637, fonte di numerosi fattori di crescita ematopoietici (163). 
A seconda dei casi, poi, sono state aggiunte al mezzo di coltura 
citochine specifiche per ciascuna delle due linee granulocitiche, a 
seconda che si volesse promuovere la proliferazione e la 
differenziazione delle cellule staminali verso la linea neutrofilica 
oppure verso la linea eosinofilica. 
Quando si è voluto promuovere la crescita e la maturazione delle 
cellule staminali ematopoietiche verso la linea neutrofilica è stata 
aggiunta alle colture la citochina GM-CSF (Granulocyte Macrophage-
Colony Stimulatig Factor) ad una concentrazione finale di 20 ng/ml 
{32), mentre, quando si è voluto indurre la crescita e la maturazione dei 
precursori verso la linea eosinofilica, è stata aggiunta alle colture la 
citochina IL-5 {lnterleuchina 5) ad una concentrazione finale di 2 
ng/ml {32). 
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Le cellule sono state coltivate in bottiglie di Roux da 75 cm2 e, ogni 2-3 
giorni, sono stati preparati dei citocentrifugati con le cellule delle 
colture di controllo, che sono stati colorati con le soluzioni Diff-Quik e 
per la reazione citochimica per la perossidasi, al fine di seguire il 
processo di differenziazione. 
La coltura è stata interrotta tra l'undicesimo ed il tredicesimo giorno, 
quando iniziano a comparire granulociti neutrofili od eosinofili 
maturi. Le cellule non aderenti di ciascuna coltura sono state 
recuperate, lavate con PBS ed usate per l'estrazione dell'RNA utilizzato 
per gli studi genetici. 
STUDI SULLA BIOSINTESI DELLA EOSINOFILO PEROSSIDASI 
La biosintesi della EPO è stata studiata in vitro usando i precursori degli 
eosinofili fatti crescere come descritto nel paragrafo precedente. 
Al tredicesimo giorno di coltura, quando si è osservata la presenza di 
cellule dalla morfologia di promielocito eosinofilo, è stato allestito 
l'esperimento di marcatura biosintetica. 
Le cellule non aderenti delle colture liquide (50xl06) sono state raccolte, 
lavate con 3 ml di mezzo Eagle MEM privo di metionina (GIBCO) 
contenente siero di vitello fetale (FCS) al 20o/o dializzato contro PBS e 
sono state incubate nello stesso mezzo per 60 min. a 37° C per far 
consumare alle cellule la metionina endogena (starving). 
Successivamente si è proceduto con la marcatura biosintetica, 
aggiungendo alle cellule 150 flCi/ml di metionina marcata con 3Sg 
(Amersham) ed incubandole a 37° C per 60 min. (pulse). Al termine di 
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questa incubazione le cellulè sono state lavate, risospese nel mezzo di 
coltura completo alla densità di 5xl06 cellule/mi e sono state incubate 
per altre 16 h a 37° C ( chase ). 
IMMUNOPREOPITAZIONE DELLA EPO 
Tutti i passaggi dell'esperimento di im.munoprecipitazione sono stati 
effettuati a 4 o C. 
Al termine dei 60 min. di marcatura biosintetica (pulse), è stata 
prelevata un'aliquota di 25xl06 cellule, che, dopo 2 lavaggi con PBS, è , 
stata risospesa con 1.3 mi di un tampone di lisi, costituito da Tris-Cl 10 
mM a pH 8, NaCl 100 mM, Triton X-100 all' 1°/o, sodio deossicolato all' 
l 0/o, SDS allo 0.1 °/o e contenente PMSF l mM, leupeptina lJ..LM, acido 
iodo acetico 3 mM e EDTA 5 mM. 
Le cellule rimaste (25xl06) sono state trattate allo stesso modo allo 
scadere dell'incubazione durata 16 h. 
Dopo l h di incubazione col tampone di lisi, le sospensioni cellulari 
sono state centrifugate a 14000 rpm per 30 min ed i sopranatanti sono 
stati conservati a -70° C fino all'inizio dell'immunoprecipitazione. 
Per eliminare eventuali reazioni aspecifiche, i sopranatanti sono stati 
inizialmente incubati per 60 min. con 15 J.1l di un siero di coniglio pre-
immune e poi per altri 60 min. con 100 jll di una soluzione di proteina 
A-Sefarosio (Sigma), diluita a 60 mg/ ml nel tampone di lisi. 
Successivamente i sopranatanti sono stati incubati per 90 min. con 15 
J.il di antisiero anti-EPO e, poi, per altri 90 min. con 100 jll della 
soluzione di proteina A-Sefarosio. 
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Gli immunoprecipitati sono stati separati centrifugando i sopranatanti 
al termine dell'incubazione con la proteina A e poi sono stati lavati 
una volta con ciascuna delle seguenti soluzioni: a) Tris 10 mM a pH 8, 
NaCl 500 mM, Triton X-100 allo O.So/o, SDS allo 0.05°/o; b) Tris 10 mM a 
pH 8, NaCl 150 mM, Triton X-100 allo 0.5°/o, sodio deossicolato allo 
0.5°/o, SDS allo 0.05°/o; c) Tris 10 mM a pH 8, SDS allo 0.05°/o. 
I fondelli sono stati infine risospesi in 50 J.Ù del tampone di diluizione 
del campione per elettroforesi con SDS, bolliti per 10 min. e 
centrifugati. I sopranatanti sono stati caricati nei pozzetti di un gel di 
poliacrilamide al 12.5°/o. 
Al termine della corsa elettroforetica il gel è stato prima fissato per l h, 
con una soluzione contenente metanolo al 40°/o e acido acetico al 10°/o e 
poi trattato per 20 min. con una soluzione per intensificare i segnali 
radioattivi (Amplify, NAMP 100, Amersham). 
Al gel essiccato sotto vuoto è stata poi esposta una lastra 
autoradiografica Kodak X-OMAT ARa -70° C per 7 giorni. 
TECNICHE DI BIOLOGIA MOLECOLARE 
Reazioni di Polimerizzazione a Catena (PCR): l'estrazione del RNA è 
stato eseguita secondo il metodo descritto da Chomcinzky e Sacchi 
(164). 
Dopo aver sintetizzato il c DNA poli-T, usando il "First Strand 
synthesis kit" (Pharmacia), si è proceduto alla sua amplificazione 
attraverso due reazioni di polimerizzazione a catena (PCR) successive, 
usando primers specifici per la EPO o per laMPO, a seconda dei casi. 
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Le condizioni standard delle reazioni di polimerizzazione a catena per 
l'amplificazione sia del cDNA della EPOche di quello della MPO sono 
state le seguenti: l min. a 93° C, l min. a 56° C, 3 min. a 72° C per 35 cicli 
in un volume di reazione di 100 111 contenente MgCl2 1.5 mM, 
Dimetilsulfossido (DMSO) al 3o/o e 2 U di Taq DNA polimerasi (Perkin 
Elmer Cetus). 
Per amplificare il cDNA della EPO, nella prima reazione sono stati 
usati 2 primers che coprono l'intera regione codificante del m.RNA 
(-34->2247), mentre nella seconda reazione sono state usate coppie di 
primers scelte per amplificare 4 porzioni parzialmente sovrapposte del 
cDNA completo della EPO, che misura 2.3 Kb (-34->625; 339->1127; 1050-
> 1721; 1659->2247) (Fig. 6). 
Per stabilire se le due mutazioni, che sono descritte nella sezione dei 
"Risultati", fossero localizzate sullo stesso allele o su alleli differenti è 
stato successivamente amplificato un frammento di cONA compreso 
tra la base 625 e la base 1608. 
Per l'amplificazione del cDNA della MPO, nella prima reazione sono 
stati usati 2 primers che coprono l'intera regione codificante del mRNA 
(99->2451), mentre nella seconda reazione sono state usate coppie di 
primers scelte per amplificare 3 porzioni parzialmente sovrapposte 
dell'intero cDNA della MPO, che misura 2.3 Kb (99->911;868->1742; 
1641->2451) (Fig. 6). 
Quando si è dovuto procedere all'amplificazione di frammenti di DNA 
genomico della EPO e della MPO, è stato usato il DNA genomico 
estratto dai leucociti circolanti (165). 
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Tabella 3. Sequenze dei primers usati per amplificare attraverso la 
reazione di polimerizzazione a catena (PCR) il cONA e gli esoni della 
eosinofilo perossidasi (EPO) e della mieloperossidasi (MPO). 
Gene Regione Tipo Sequenze (5'-3') 
EPO 
-34 diretto TCACTICCCAGCTGGTGAA 
2247 complementare GTCACGAGCCTGCACTTGCT 
-34 diretto TCACTTCCCAGCTGGTGAA 
625 complementare AAGCGCACAATCTGGTTGGA 
339 diretto GTCACTGATGTGCTAACAGA 
1127 complementare GTGTCACCTGCCAGGAAGCA 
1050 diretto TTCGACAACCTGCACGATGA 
1727 complementare CCAAGCATTGTACCCTGT 
1659 diretto GAC~AGCTCTCAACAT 
2247 complementare GTCACGAGCCTGCACTTGCT 
625 diretto AGCCCTCATGTTCATGCAGT 
1608 complementare CTAACATGGCATCCTGA 
Esone 7 diretto CACTGTCTCCTCTTCCAT 
complementare GTTTCCTGGGAAGACACCA 
Esone 10 diretto AGAGGCT~CCAATCTGT 
complementare AGCCTGGCCCGAGCAAAGCT 
MPO 
99 diretto CTGGCtTTATCCATAGACA 
911 complementare CGCTCCT~CCGGAGTCAG 
868 diretto CGCGCGGTCTCCAACGAGAT 
1742 complementare TTGGGTTCCATGGGCTGGTA 
1641 diretto ACAATGACTCAGTGGACCCA 
2451 complementare ATATACCCCTCACTGCTGCA 


















Figura 6. Schema dell'' amplificazione atlmvetso la tecnica di PCR del cDNA della eosino6lo 
pemssidasi. (A) e di quello della mielopem-idasi (B). I numeri indicano i "primers" usati. 
Per quanto riguarda il gene della EPO, è stata amplificata la regione di 
DNA che comprende l'esone 10 e le zone di giunzione introne-esone a 
questa associate (260 pb) e la regione che comprende l'esone 7 e le zone 
di giunzione introne-esone ad essa associate (370 pb ). 
Per quanto riguarda il gene della MPO, sono stati amplificati 
frammenti di DNA che comprendono l'esone 6 e le zone di giunzione 
introne-esone a questa associate (491 pb). 
Le condizioni delle reazioni di polimerizzazione a catena sono state le 
seguenti: l min. a 93° C, l min. a 56° C, l min. a 72° C per 35 cicli in un 
volume di reazione di 100 fll contenente 1.5 mM MgCl2 e 2 U di Taq 
DNA polimerasi. 
Le sequenze dei primers usati sono raccolte nella Tabella 2. 
Clonaggio dei prodotti di PCR: i frammenti di DNA amplificati 
attraverso la PCR sono stati clonati nel vettore pUC 18. 
La ligazione è stata eseguita tenendo presente che i primers usati nella 
PCR non erano provvisti di appositi siti di taglio per enzimi e, così, 
prima della ligazione vera e propria, è stato necessario sottoporre i 
prodotti della PCR ad un trattamento con 5 unità di frammento di 
Klenow della DNA polimerasi I di E. Coli (New England Biolabs) per 
rendere "blunt" le due estremità dell'amplificato. Successivamente 
l'amplificato è stato fosforilato alle estremità 5' con 5 unità di 
polinucleotide Kinasi T4 (New England Biolabs). Dopo aver inattivato 
gli enzimi tramite riscaldamento a 65°C per 30 min., i prodotti di 
reazione sono stati precipitati aggiungendo 2 volumi di etanolo 
assoluto e poi sono stati risospesi in 10 fll di H20. 
Per stimare la concentrazione approssimativa del DNA fosforilato sono 
state fatte delle elettroforesi su gel di agarosio caricando 
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contemporaneamente 1 f..ll della risospensione dell'amplificato dopo la 
reazione di fosforilazione, 1 f..ll del plasmide pUC 18 tagliato con 
enzima di restrizione Sma I e defosforilato (Pharmacia) ad una 
concentrazione di 25 ng/f..ll ed un marcatore di peso molecolare. La 
quantità dell'amplificato in rapporto con il vettore plasmidico e con il 
marcatore di peso molecolare è stata stimata con l'esame ai raggi 
ultravioletti. La durata della reazione di ligazione, allestita ponendo 
inserto e vettore in una proporzione molare di 5:1, con 2 unità di DNA 
ligasi T4 (Boheringer Mannheim) ed il relativo tampone in un~ volume 
finale di reazione di 15 f..ll, è stata di quattro ore a 16°C. 
Sono state trasformate cellule batteriche del ceppo E. coli DH5 rese 
competenti aggiungendo 5 f..ll del prodotto della ligazione a 60 f..ll di tali 
cellule ed incubando poi per 30 min. in ghiaccio. Le cellule sono state 
poi sottoposte ad uno shock termico riscaldandole per 2 min. a 42°C. Al 
termine di questo trattamento sono stati aggiunti 60 f..ll di Luria Broth 
(165) e la sospensione cellulare è stata incubata 10 min. a 37° C. 
Le cellule sono state seminate su piastre di agarosio contenenti 
ampicillina (100 f..Lg/ml) su cui erano stati preventivamente aggiunti 30 
f..ll di IPTG 100 mM e 20 f..ll di X-Gal al 3°/o e sono state quindi incubate 
per 12 ore a 37° C. 
Le colonie che non mostravano attività B-galattosidasica (ovvero 
quelle di colore chiaro), in quanto tale gene era stato presumibilmente 
interrotto da un inserto di DNA, sono state raccolte e poste in coltura 
in 2 ml di Terrific Broth (165) per 12 ore a 37° C. 
Dai batteri così cresciuti è stato poi estratto il DNA plasmidico secondo 
protocolli (165). 
Il DNA plasmidico così isolato è stato ulteriormente purificato per 
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poter effettuare la seque~za nucleotidica usàndo specifiche colonne 
cromatografiche (Miniprep Spun Columns, Sepharose CL-4B, 
Pharmacia). 
Reazioni di sequenza: le sequenze dei frammenti amplificati sono state 
effettuate o direttamente al termine della PCR oppure dopo clonaggio 
dei frammenti in un opportuno vettore. 
Per preparare i campioni da sequenziare direttamente, i frammenti 
amplificati sono stati purificati attraverso colonnine cromatografiche 
Microspin S-400 HR Columns (Pharmacia), secondo le istruzioni 
fornite dalla ditta, allo scopo di rimuovere i primers ed i 
desossinucleotidi non incorporati. 
Per la sequenza sono stati usati 8J..Ll dei prodotti di PCR così trattati, a 
cui sono stati aggiunti 2 J..Ll del primer di sequenza alla concentrazione 
di 0.5 J..Lg/J..Ll. Il DNA è stato inizialmente denaturato aggiungendo l J..Ll 
di una soluzione NaOH l M e dopo 10 min. di incubazione a 
temperatura ambiente è stato rinaturato con lJ..Ll di una soluzione HCl 
1M. 
A questo punto, per i successivi passaggi, è stato seguito il protocollo 
fornito con il "T7 Sequencing Kit" (Pharmacia), basato sul metodo dei 
dideossinucleotidi di Sanger. 
Anche il DNA plasmidico è stato sequenziato utilizzando il kit della 
Pharmacia. Come DNA stampo sono stati usati 10 J..Ll della mini 
preparazione di DNA plasmidico, mentre come primers sono stati 
utilizzati, a seconda dei casi, o quelli forniti dal Kit oppure 
oligonucleotidi specifici per geni sequenziati. 
Il risultato della reazione è stato sottoposto a corsa elettroforetica su di 
un gel all'8°/o di poliacrilamide contenente lx TBE (soluzione tampone 
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di Tris 0.089 M, contenete acido borico 0.089 M e EDTA 0.02 M) e urea 7 
M. n gel è stato quindi asciugato su carta Whatmann 3MM e su di esso 
è stata esposta una lastra autoradiografica Kodak X-OMAT AR. 
Southern blot: questa analisi è stata effettuata sui frammenti di DNA 
genomico, amplificati con la PCR, contenenti l'esone 7 del gene della 
EPO e le regioni di giunzione introne-esone ad esso associate. 
Dopo aver separato attraverso elettroforesi su gel di agarosio gli 
amplificati di 370 pb, si è proceduto al trasferimento del DNA su 
membrane di nitrocellulosa (165) ed alla sua ibridazione a 42° C per 12 
h con una sonda oligonucleotidica marcata con 32p all'estremità 5', 
specifica per l'allele normale (TTTCTTCCGCTCGGCAC) e con una, 
sonda analoga specifica però per l'allele mutante 
(TTTCTTCCACTCGGCAC). 
Al termine dell'ibridazione i filtri di nitrocellulosa sono stati lavati con 
una soluzione tampone di sodio citrato (SSC 20x: NaCl 3 M, Sodio 
Citrato 0.3 M) contenente SDS alle seguenti condizioni: 
a) l 0 lavaggio: SSC 3 X + 0.3 °/o SDS , 47° C, 20 min. 
b) 2° lavaggio: SSC 2 X + 0.2 °/o SDS , 47° C, 20 min. 
c) 3° lavaggio: SSC l X + 0.1 °/o SDS, 47° C , 20 min 
Alle membrane sono state quindi esposte lastre autoradiografiche 
KODAC X-OMAT AR. 
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.RISULTATI 
fn- questo capitolo verrà trattata prima lo studio sulla carenza di 
eosiitofilo perossidasi e poi quello sulla carenza di mieloperossidasi. 
CARENZA DI EOSINOFILO PEROSSIDASI 
L STUDI CITOCHIMIO 
TI soggetto carente di eosinofilo perossidasi era un donatore di sangue 
presso il Centro lmmunotrasfusionale dell'Ospedale Maggiore di 
. Trieste, che è stato individuato sulla base dell'assenza di granulociti 
eosinofili, riscontrata coll'analisi citochimica automatizzata effettuata 
con un sistema Technicon l. 
Con tale sistema automatizzato gli eosinofili vengono individuati 
sulla base della reazione citochimica della perossidasi. L'esame 
morfologico del sangue periferico mostrava però un numero normale 
di eosinofili che, nell'esame citochimica tradizionale per la perossidasi 
su ~etrino, si confermavano carenti dell'enzima (Fig. 7b). 
Negli eosinofili dei soggetti carenti di eosinofilo perossidasi finora 
studiati è stata descritta anche una negatività della reazione citochimica 
con il Sudan Nero che è specifica per i fosfolipidi. Quindi tale reazione 
è stata eseguita anche sugli eosinofili del nostro soggetto: la Fig. 7 
mostra ~gli eosinofili del proposito FV completamente negativi -alla 
reazione per il Sudan Nero (Fig. 7d) in contrasto con le cell11le 




Figura 7. Reazione citochimica per la perossidasi (a, b) e colorazione per il Sudan Nero (c, 
d) . Nel soggetto normale (a) i granulociti neutrofili ed eosinofili sono positivi per la 
reazione citochimica per la perossidasi. Nel soggetto carente di EPO, F.V., (b)gli eosinofili 
risultano invece privi di attività negatavi perossidasica. Le foto relative alla colorazione 
con il Sudan Nero mostrano nel soggetto controllo (c) granulociti neutrofili ed eosinofili 
(frecce) intensamente colorati, mentre nel soggetto carente di EPO (d) gli eosinofili (2 nella 
foto) non reagiscono con il colorante. 
E' stato effettuato anche uno studio morfometrico sui granuli specifici 
degfi eosinofili del proposito, che ha messo in evidenza una riduzione 
del volume della matrice ma non del core dei granuli, altra 
caratteristica che sin dai primi studi è stata associata alla carenza di EPO 
(61, 64). 
2 DOSAGGIO BIOCHIMICO DELL'A TITVITA' PEROSSIDASICA 
Per _valutare quantitativamente il difetto di eosinofilo perossidasi nel 
proposito FV e nei suoi familiari (moglie e due figli) è stato usato un 
metodo basato sull' ossidazione dell'acido omovanillico che consente di 
discriminar~ l'attività della EPO da quella della MPO in popolazioni 
miste di granulociti. 
Tabella 4. Dosaggio biochimico dell'attività della EPO dei granulociti 
eosinofili del soggetto F. V. e dei suoi familiari. 
Soggetti di controllo 
Soggetto carente di EPO (F. V.) 
Moglie di F.V. 
Figlio di F.V. 
Figlia di F.V. 







Prepaiazicni·di granulociti contenenti una percentuale di eosinofili compresa tra il--7 ed 
il 20% sono state diluite nel tampone del saggio e la fluorescenza generata dall'acido 
omovanillico ossidato è stata misurata dopo un'incubazione di 120 min a 37° C, come 
descritto (160). L'attività perossidasica misurata nei soggetti controllo è stata di 





Figura 8. Albero genealogico della famiglia del soggetto carente di EPO. L'albero è 
stato ~costruito sulla base dei dati citochimici e biochimici. FV, soggetto carente di EPO. 
FMP,· moglie di FV. FA e FME, figlio e figlia di FV, rispettivamente. 
La Tabella 4 mostra i dati relativi ai dosaggi: l'attività perossidasica 
della moglie· del proposito è risultata normale, mentre quella dei due 
figli è risultata pari al 33 e del 40o/o di quella dei soggetti di controllo. 
Sulla base dei dati citochimici e di attività enzimatica è stato possibile 
ricostruire l'albero genealogico della famiglia (Fig. 8), che è compatibile 
con la modalità di trasmissione del difetto di tipo autosomico 
recessivo. 
- ---- .... 
3. STUDI SPE'ITROSCOPIO 
---e-- - ~-
Per verificare se l'assenza di attività perossidasica negli eosinofili di 
F.V. si accompagnasse o meno all'alterazione delle proprietà 
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Figura 9. Spettri di assorbimento differenziali (ridotto meno ossidato)'degli eosinofili del soggetto carente di EPO, F.V., (sinistra), di 
un soggetto di controllo (centro) e di un lisato di eritrociti (destra). Per la registrazione degli spettri degli eosinofili sono state 
utilizzate sospensioni di granulociti contenenti il 90% di eosinofili, alla concentrazione di 4xto6 cellule/mi. Per lo spettro dellisato di 
eritrociti è stata utilizzata una preparazione di circa 106 eritrociti sottoposta a lisi ipotonica. In ascissa sono rappresentate le 
lunghezze d'onda espresse in run. 
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spettri di assorbimento differenziali (ridotto meno ossidato) degli 
om6genati degli eosinofili del soggetto carente di EPO (Fig. 9, sinistra) e 
di soggetti normali (Fig. 9, centro). Come controllo sono stati eseguiti 
anche gli spettri di lisati di eritrociti al fine di valutare l'interferenza 
della contaminazione eventuale degli omogenati con l'emoglobina 
(Fig. 9, destra). 
Lo spettro del controllo mostra un ampio picco asimmetrico con un 
massimo di assorbimento a 436 nm ed una spalla a 444 nm. 
Il picco a 436 nm è dovuto alla presenza negli omogenati degli 
eosinofili del citocromo b e dell'emoglobina contaminante, mentre la 
spaHa a 444 nm è dovuta alla EPO. 
Normalmente i picchi del citocromo b e dell'emoglobina sono 
localizzati entrambi a 430 nm e quello della EPO a 448 nm: lo 
spostamento del picco di assorbimento dell'emoglobina e del citocromo 
b da 430 a 436 nm e di quello dell'EPO da 448 a 444 nm è probabilmente 
dovuto alla presenza contemporanea delle tre proteine. 
Nello spettro di assorbimento degli eosinofili del proposito si nota 
invece l'assenza del picco a 444 nm tipico della EPO, mentre resta 
quello a 430 nm dovuto al citocromo b ed all'emoglobina. 
- ---- ---
4. STUDI IMMUNOOTOCHIMICI 
Vole=rido appurare se gli eosinofili del soggetto carente di -ÉPO 
contenevano materiale immunologicamente correlato con t_ale 




Figura 10. Reazione immunocitochimica per l'EPO negli eosinofili di un soggetto normale (a, b) e di uno carente di EPO, F.V. (c, d). (a) e 
(c) Antisiero anti-EPO (kit ABC, fosfatasi alcalina). (b) e (d) Anticorpo monoclonale B2G8 (kit ABC, perossidasi). Inserti; eosinofili 
del soggetto carente di EPO, F.V., incubati con siero pre-immune (a) e con un anticorpo monoclonale non correlato (b). 
dél sangue periferico di FV, usando un antisiero anti-EPO e due 
antiCorpi monoclonali specifici per l'EPO, sia un'analisi di Western blot 
con l' antisiero anti-EPO. 
La Fig. 10 mostra i risultati dell'analisi immunocitochimica: gli 
eosinofili del soggetto carente di EPO appaiono positivi per la reazione 
con l'antisiero (Fig. lOc) e con il mAb B2G8 (Fig. lOd), mentre risultano 
negativi alla reazione con il mAb H2G3 (dati non mostrati). 
Dopo aver constatato l'esistenza di materiale immunologicamente 
correlato con l' eosinofilo perossidasi, ho cercato di identificarne le 
dimensioni attraverso un'analisi di Western blot, i cui risultati sono 
mostrati nella Fig. 11. 
Gli eosinofili di un soggetto normale presentano numerose bande 
reattive con l'antisiero anti-EPO: la banda di circa 60 kDa è molto 
probabilmente dovuta alla presenza di neutrofili contaminanti dal 
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Figura 11. Caratterizzazione 
immunochimica dei granulociti 
eosinofili maturi. Western blot dei 
granulociti eosinofili di un soggetto di 
controllo (corsia 2) e del soggetto carente 
di EPO, F.V., (corsia 3). La corsia 1 
mostra l'insieme delle bande ottenute 
usando una quantità di neutrofili 
equivalente a quella presente nelle 
preparazioni di eosinofili del controllo e 
di F.V .. I numeri sulla sinistra (M W, 
k I5 a) indicano i pesi molecolari di 
riferimento. 
Finsieme delle bande ottenute usando una quantità di neutrofili 
equivalente a quella presente nelle preparazioni di eosinofili del 
soggetto di controllo (corsia 2) e del soggetto carente di EPO (corsia 
3).Negli eosinofili del controllo, la banda che risalta maggiormente è 
quélla di circa 55 kDa che corrisponde alla catena pesante della 
eosinofilo perossidasi, mentre la banda di circa 15 kDa corrisponde alla · 
catena leggera. Le altre bande di peso molecolare intermedio che si 
osservano nella corsia 2 sono probabilmente dovute a frammenti 
derivati dalla degradazione della EPO oppure ad aggregati compatti 
della-proteina che migrano più velocemente della catena pesante, come 
è st.ato suggerito a proposito della mieloperossidasi (77). 
Nella corsia 3, relativa agli eosinofili del soggetto carente di EPO , 
risultano visibili solo 2 deboli bande, delle quali una ha la stessa 
mobilità elettroforetica della catena leggera della EPO, mentre l'altra ha 
un peso molecolare intermedio tra quello delle bande di 20 kDa e 24 
kDa presenti! negli eosinofili normali. 
5. STUDI GENETICI 
Sulla base degli studi immunochimici fin qui compiuti la carenza di 
eosinofilo perossidasi è sembrata essere conseguenza di un difetto della 
elaborazione della proteina successivo alla sua sintesi. 
Per caratterizzare la natura dell'alterazione a livello genetico sono 
ricor~o alle colture di precursori degli eosinofili da cui estrarre l'RNA 
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Figura 12. Sequenza nucleotidica di cloni del cDNA della eosinofilo perossidasi del 
soggetto carente di EPO, FV. C, allele normale del soggetto carente di EPO, contenete la 
G. FV, allele mutante del soggetto carente di EPO, portatore della sostituzione G ->A. 
utile per gli studi genetici. Usando primers specifici, sono così riuscito 
ad ottenere e successivamente ad amplificare con la tecnica di PCR il 
cDNA della EPO dividendolo in 4 frammenti parzialmente sovrapposti 
(Fig. 6). 
çoi!frontando la sequenza di questi frammenti con quella riportata da 
Sakamaki et al. (16), sono state identificate due diverse mutazioni 
puntiformi: una transizione G->A in posizione 857 che determina la 
sostituzione non conservativa dell'arginina 286 con una istidina (Fig. 
12) ed una inserzione di una G tra le G comprese tra la posizione 1537 e 
1541~.:..i~_ corrispondenza della giunzione introne-esone 10 (Fig:.....13). 
Questa mutazione determina lo spostamento della cornice di lettura e 
la comparsa di un codone di arresto in posizione 538 , causando la 






esone 9 esone 10 
1531/511 1561/521 
TAT GAA G gtgacc ... caccag GG GGC ATC GAC CCC ATC CTC CGG GGC CTC ATG GCC ACC CCT 
tyr glu g ly gly ile asp pro ile leu arg gly leu met ala thr pro 
1591/531 
GCC AAG CTG AAC CGT CAG GAT GCC ATG TTA GTG GAT GAG 
ala lys leu asn arg gln asp ala met leu val asp glu 
esone 9 esone 10 
1531/511 1561/521 
TAT GAA G gtgacc ... caccag GG GGG CAT CGA CCC CAT CCT CCG GGG CCT CAT GGC CAC CCC 
tyr glu g ly gly his arg pro his pro pro gly pro his gly his pro 
1591/531 
TGC CAA GCT GAA CCG TCA GGA TGC CAT GTT AGT GGA TGA 
cys gln ala glu pro ser gly cys his val ser gly OPA 
Figura 13. Sequenza nucleotidica ed aminoacidica di un frammento del gene cromosomico della EPO di un soggetto normale (A) e del 
soggetto carente di EPO,F.V., (B). E' sottolineata la regione in cui è avvenuta l'inserzione di una G. Caratteri maiuscoli, esoni 9 e 10. Caratteri 
minuscoli, introne tra l'esone 9 e l'esone 10. 
c~D.tenente, a valle dell'inserzione, una coda carbossi-termina~e di 24 
aminoacidi la cui sequenza è completamente sovvertita ri1petto a 
quella normale. 
Per capire se le due mutazioni fossero localizzate sullo stesso allele o su 
i 
alleli differenti, un frammento di cDNA corrispondente ad una 
regione che include entrambe le mutazioni (frammento 659-1562) è 
stato prima amplificato attraverso PCR e poi clonato e sequenziato. 
Ciascuno dei cloni sequenziati conteneva una sola delle due 
mutazioni, indicando che le mutazioni erano localizzate su alleli 
diversi e quindi che il soggetto FV era un doppio eterozigote per gli 
alleli mutanti. 
Nell'ambito degli studi sulla famiglia del proposito, ho voluto 
identificare quale mutazione fosse stata ereditata dai figli: ho 
sequenziato· direttamente frammenti di DNA contenenti l'esone 10, 
all'inizio del quale è localizzata l'inserzione di base, ed ho effettuato 
analisi di Southern blot su frammenti di DNA contenenti l' esone 7, 
all'interno del quale è localizzata la transizione di base A per G. 
La sequenza dell'esone 10 è apparsa normale in entrambi i figli (dati 
non mostrati), mentre l'analisi di Southern blot ha evidenziato che 
entrambi i figli hanno ereditato dal padre la transizione di base. Infatti, 
gli amplificati dell' esone 7 dei figli ibridizzano sia con la sonda 
oligonucleotidica normale che con quella mutante, indicando così che 
essi sono eterozigoti per questa mutazione (Fig. 14). 
Per escludere la possibilità che la s9stituzione A per G potesse 
rappresentare un polimorfismo di popolazione, si è ricercata la sua 
presenza, attraverso l'analisi di Southern blot, sull' esone 7 amplificato 
con la tecnica di PCR a partire dal DNA genomico di 50 soggetti non 
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Figura 14. Ibridazione allele-specifica per Arg /His sulla sequenza della EPO dei 
membri della famiglia del soggetto carente di EPO. Sono state usate sonde 
oligonucleotidiche specifiche per la G (Arg 286) e per la A (His 286) in posizione 857, 
per analizzare i frammenti di DNA contenenti l'esone 7. Corsie: F, padre (FV); M, 
madre; S, figlio; D, figlia. 
correlati e appartenenti allo stesso gruppo etnico della famiglia 
studiata. 
Poichè nessuno dei soggetti studiati presentava la mutazione, si è 
potuto escludere logicamente l' ipotesi un polimorfismo di 
popolazione. 
5.1. CARATTERIZZAZIONE IELLA EPO NH PRECURSORI IF.Gll 
EOSINOFILI 
I dati raccolti fino a questo punto hanno dimostrato che la carenza di 
EPO nel soggetto studiato derivava dalla presenza di due mutazioni, 
ciascuna localizzata su un diverso allele. 
L'inserzione, determinando la comparsa di un codone di arresto, 
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dovrebbe causare la sintesi di una proteina troncata che probabilmente 
veniva rapidamente degradata. La transizione di base dovrebbe invece 
determinare la sintesi di una proteina con la sostituzione non 
conservativa di un aminoacido. 
Poichè gli eosinofili del sangue periferico del soggetto carente di EPO, 
non contengono tracce di eosinofilo perossidasi rilevabile 
spettrofotometricamente e biochimicamente, ma presentano 
comunque una ridotta immunoreattività con gli anticorpi anti-EPO, 
mi sono chiesto se quanto osservato fosse la conseguenza di una 
precoce degradazione della proteina mutata ovvero il risultato 
delFinstabilità dell'enzima che viene sintetizzato normalmente nei 
precursori degli eosinofili, ma poi scompare progressivamente durante 
la differenziazione dei granulociti. 
Ho così cercato di chiarire il punto in questione caratterizzando 
l'e osino filo perossidasi nei precursori degli eosinofili dal punto di vista 
citochimico, immunocitochimico, spettroscopico e biosintetico. 
La coltura delle cellule mononucleate del soggetto carente di EPO al 
giorno 13 non solo presentava precursori con la morfologia 
promielocitica e mielocitica, ma, con mia grande sorpresa, questi 
precursori erano positivi per la reazione citochimica per la perossidasi, 
anche se con un'intensità inferiore a quella esibita dai precursori dei 
soggetti normali. E' stata fatta un'analisi immunocitochimica sulle 
cellule al giorno 13 di coltura per verificare se i precursori positivi alla 
reazione per la perossidasi appartene~sero effettivamente alla linea 
eosinofilica e non a quella neutrofilica o monocitica. 
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Figura 15. Reazione immunocitochimica per la EPO e per la MBP sui precursori degli 
eosinofili del soggetto carente di EPO, FV. (a) Antisiero anti-EPO. (b) Antisiero anti-MBP. 
(d) Anticorpo monoclonale anti-EPO H2G3. (e) Anticorpo monoclonale anti-EPO B2G8. (c) e 
(f) Cellule incubate con siero di coniglio pre-immune e con un anticorpo monoclonale non 
correlato, rispettivamente. 
Sono state fatte le seguenti osservazioni: l) erano presenti cellule che 
reagivano intensamente con un antisiero anti-EPO (Fig. lSa) e con gli 
anticorpi monoclonali anti-EPO B2G8 e H2G3 (Fig. lSd, e); 2) cellule con 
caratteristiche morfologiche paragonabili a quelle che reagivano con gli 
anticorpi anti-EPO reagivano pure con l' antisiero anti-MBP (Major 
Basic Protein), un'altra proteina cationi ca caratteristica dei granulociti 
eosinofili (Fig. lSb); 3) solo un piccolo numero di cellule reagiva con 
l'anticorpo monoclonale MP0-3, che riconosce sia il precursore che la 
forma matura della mieloperossidasi. 
La Tabella S mostra i dati relativi alla conta differenziale delle cellule 
positive per la reazione citochimica per la perossidasi e per le reazioni 
con i vari anticorpi. Il numero dei precursori positivi per questa 
reazione era equivalente a quello delle cellule che reagivano con 
l'antisiero anti-EPO ed a quello delle cellule che reagivano con 
l'antisiero anti-MBP, mentre era trascurabile il numero dei precursori 
che reagivano con l'anticorpo monoclonale MP0-3. 
Tabella S. Conteggio del numero di precursori dei granulociti del 
soggetto carente di EPO (FV) positivi per la reazione citochimica per 
la perossidasi che reagiscono con anticorpi diretti contro le proteine 
granulari degli eosinofili EPO e MBP. 
-- --·- ..... 
Citochimica per la perossidasi 
Antisiero anti EPO 
Antisiero anti MBP 
m.Ab anti MPO 






Al tredicesimo giorno di coltura preparati dei precursori sono stati saggiati per la 
re~zione citochimica per la perossidasi e per la reattività con gli anticorpi 
sopraindicati. Il numero delle cellule positive per ciascuna reazione è stato determinato 
attraverso conteggio al microscopio ottico. EPO, eosinofilo perossidasi; MBP, Major 





Figura 16. Reazione citochimica per la perossidasi sui precursori degli eosinofili di un 
soggetto normale (a-c) e del soggetto carente di EPO (d-f), al tredicesimo giorno (a, d), al 
ventunesimo giorno (b, e) ed al ventisettesimo giorno (c, f) di coltura. 
Sulla base di questi dati ho potuto escludere la possibilità che i 
l 
precursori dotati di attività perossidasica in questa coltura potessero 
appartenere ad altre linee cellulari dotate di perossidasi (neutrofili e 
monociti). 
Sono state seguite poi le variazioni di attività perossidasica nella 
coltura del soggetto di controllo ed in quella del proposito FV, durante 
le varie fasi di maturazione dei precursori. 
I precursori normali (Fig. 16a-c) sono apparsi intensamente positivi per 
la reazione perossidasica durante tutte le fasi in cui questa è stata 
saggiata (giorni 13, 21 e 27) e la distribuzione della colorazione 
all'interno delle cellule è apparsa sempre omogenea. I precursori di FV 
(Fig. 16d-f), oltre ad essere meno positivi rispetto a quelli normali, 
hanno presentato una eterogeneità nella distribuzione intracellulare 
della colora-zione. L'eterogeneità è andata crescendo dal giorno 13 al 
giorno 21, fino ad essere particolarmente evidente al giorno 27, quando 
si è iniziata ad osservare nella coltura la presenza di cellule quasi 
totalmente prive di attività perossidasica. 
Avendo osservato la presenza di una eosinofilo perossidasi attiva 
enzimaticamente, ho voluto verificare se la proteina presentasse uno 
spettro normale, almeno finché era funzionale. 
Ho così registrato lo spettro di assorbimento differenziale (ridotto 
meno ossidato) dei precursori normali e di quelli di FV al giorno 21, 
quando l'attività perossidasica era più intensa, ed al giorno 27, quando 
invece questa nei precursori di FV era ormai quasi scomparsa. 
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Figura 17. Spettri di assorbimento .differenziaie (ridotto meno ossidato) dei precursori di un soggetto normale (sinistra) e del soggetto 
carente di EPO (destra) al ~entunesimo giorno di coltura. Per la registrazione degli spettri sono stati utilizzati omogenati cellulari di 
20x106 cellule/mi contenenti precursori degli eosinofili in una percentuale pari a circa il 15% delle cellule totali. In ascissa sono 
rappresentate le lunghezze d'onda espresse in nm. 
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Figura 18. Spettro di assorbimento differenziale (ridotto meno ossidato) dei precursori 
dei granulociti eosinofili del soggetto carente di EPO FV al giorno 27 di coltura. Per la 
registrazione dello spettro, sono stati utilizzati omogenati di cellule diluite alla 
concentrazione di 20x106 cellule/mi contenenti circa il 15% di precursori degli 
eosinofili. In ascissa sono rappresentate le lunghezze d'onda espresse in nm. 
Mentre gli spettri di assorbimento degli omogenati dei precursori di un 
soggetto normale e quelli di FV registrati al giorno 21 di coltura 
mostrano entrambi il picco a 430 nm tipico del citocromo b, il picco a 
448 nm caratteristico della EPO, è presente solo nello spettro del 
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controllo (Fig. 17, sinistra). Nello spettro dei precursori di FV è presente 
invece un picco con un massimo di assorbimento a 520 nm (Fig. 17, 
destra), che potrebbe essere la conseguenza di un gruppo prostetico 
alterato. 
Al giorno 27 di coltura non è stata osservata alcuna variazione nello 
· spettro dei precursori normali, mentre in quello di FV il picco a 520 nm 
è scomparso ed il tracciato diventa così simile a quello degli eosinofili 
maturi dello stesso proposito (Fig. 18). 
Queste scoperte suggeriscono che l'istidina, che sostituisce l'arginina 
nella-proteina mutata, può aver causato un'alterazione nella regione 
polipeptidica in cui è localizzato il gruppo prostetico della EPO. Sono 
stati allora effettuati studi sulla biosintesi della eosinofilo perossidasi 
nei precursori per cercare di capire se il cambio di un aminoacido possa 
avere determinato alterazioni nella elaborazione ed assemblaggio della 
molecola e/ o nella sua stabilità. 
La Fig. 19 mostra i risultati di un esperimento di marcatura biosintetica 
"pulse-chase" dei precursori di un soggetto normale e di quelli del 
soggetto carente di EPO con metionina marcata con 35S. 
L'analisi elettroforetica dell'immunoprecipitato effettuata con 
l'ilrih"-siero anti-EPO sui precursori di un soggetto normale marcati 
biosinteticamente per 60 min (pulse). ha evidenziato la presenza di 4 
bande principali a 190, 79, 40, e 37 kDa, rispettivamente. Dopo un 
intervallo di 16 h dal termine della marcatura biosintetica (chase), la 
banda a 190 kDa è scomparsa, mentre l~ bande a 79, 40 e 37 kDa sono 
dive~tate meno evidenti e ne è comparsa una nuova di circa 23 kDi. 
I precursori del soggetto carente di EPO hanno mostrato una 

















Figura 19. Analisi elettroforetica dell' immunoprecipitazione effettuata con l'antisiero 
anti-EPO sui precursori degli eosinofili. I precursori del soggetto carente di EPO (A) e 
quelli di un soggetto normale (B), marcati biosinteticamente con 35S-Met per 60 min, 
lllostrano 4 bande principali a 190, 79,40 e 37 kDa, rispettivamente (1 , PULSE). Dopo 16 
h-dal Termine della marcatura biosintetica, sia nei precursori del soggetto normale che 
in quelli del soggetto carente di EPO è scomparsa la banda di 190 kDa e ne è comparsa 
una nuova di 23 kDa, mentre le altre sono rimaste invariate, anche se meno evidenti (16 
Hrs) . I numeri sulla sinistra (MW, kDa) indicano i pesi molecolari di riferimento. 
norn:t.?-li: ecce_tto per una debole banda di circa 25 kDa, visibile do_po il 
"pulse", suggerendo così che l'elaborazione della proteina mutata non 
è alterata, almeno dopo 16 h di "chase". 
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CARENZA DI MIELOPEROSSIDASI 
1. STUDI OTOCHIMIO 
Il soggetto carente di mieloperossidasi è stato individuato presso il 
Centro Immunotrasfusionale degli Ospedali Riuniti Padova, attraverso 
le analisi effettuate di routine con il sistema automatizzato Technicon 
l, che identifica i leucociti di reazioni citochimiche. 
Da questa analisi è risultato che il probando (D.P.) era privo di 
granulociti neutrofili, identificati sulla base dell'attività perossidasica. 
E' stata allora allestito un saggio citochimico per la perossidasi secondo 
i metodi tradizionali su uno striscio di cellule del sangue periferico. Si 
è potuto così osservare che la conta differenziale dei neutrofili del 
proposito era normale, mentre questi granulociti erano completamente 
negativi alla reazione citochimica per la perossidasi, spiegando così il 
risultato dell'analisi con il sistema Technicon l. 
Do~CT essermi assicurato la disponibilità del proposito e dei suoi 
familiari (moglie ed una figlia) a collaborare allo studio mirante alla 
caratterizzazione della carenza di mieloperossidasi, ho ripetuto la 
reazione citochimica per la perossidasi su preparati di granulociti 
isolati da tutti i membri della famiglia in studio. 
Com~ srpuò osservare nella Fig. 20, i neutrofili del proposito, D.P., 
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Figura 20. Reazione citochimica per la perossidasi sui granulociti neutrofili di un soggetto 
normale (a), del soggetto carente di MPO, D.P., (b) e di sua figlia (c). Mentre i granulociti 
del soggetto di controllo mostrano una normale attività perossidasica, i neutrofili del 
soggetto carente di MPO e di sua figlia ne sono invece completamente privi. 
a 
c 
(Ftg.20b) e di sua figlia, M.P., (Fig. 20c) sono completamente privi di 
attività perossidasica, mentre quelli della moglie del probando, V.P. 
presentano un'intensità di colorazione simile a quella delle cellule di 
un soggetto di controllo (Fig. 20a). 
2 DOSAGGIO BIOCHIMICO DELL'A TIIVITA' PEROSSIDASICA 
Per -il dosaggio biochimico dell'attività mieloperossidasica del proposito 
D.P. e dei suoi familiari sono state usate preparazioni di granulociti 
neutrofili isolati. 
La Tabella 6-·mostra i risultati dei dosaggi, secondo i quali i neutrofili 
del proposito e quelli di sua figlia hanno un'attività perossidasica 
praticamente nulla, mentre nei granulociti della moglie del probando 
l'attività perossidasica è pari al23°/o di quella del soggetto di controllo. 
Tabella 6. Dosaggio biochimico dell'attività della MPO dei granulociti 
neutrofili del soggetto D.P. e dei suoi familiari. 
- -- -· ··- .... 
Soggetti controllo 
Soggetto carente di MPO (D.P.) 
Moglie di D.P. 
Figlia _di D.P. 
Unità Guaiacoliche/106 cellule 





Sospensioni di granulociti contenenti una percentuale di neutrofili compresa tra il 95 ed 
il 97% sono state diluite nel tampone del saggio e l'ossidazione del guaiacolo è stata 
misurata seguendo l'incremento in densità ottica a 470 nm a 37° C per l min. (19). 
L'attività perossidasica misurata nei soggetti controllo è stata di 110±7 SEM (n=3) 




Figura 21. Albero genealogico della famiglia del soggetto carente di MPO. L'albero è 
stato costruito sulla base dei dati citochimici e di attività enzimatica. DP, soggetto 
carente di MPO. VMP, moglie di DP. MP, figlia di DP. 
Attraverso questa analisi si è così evidenziato il fatto che anche la 
moglie del proposito, che appariva normale alla reazione citochimica, 
in realtà presentava un difetto parziale di attività mieloperossidasica 
non. rilevabile attraverso un'analisi qualitativa, come la reazione 
citochimica. 
Sulla base dei dati citochimici e biochimici è stato possibile costruire 
l'albero genealogico, mostrato nella Fig. 21, dal quale appare evidente 
che la modalità di trasmissione del difetto all'interno della famiglia 
studi~.ta è di _tipo autosomico recessivo. -
~ 0:.0-
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Figura 22. Spettri di assorbimento differenziali (ridotto meno ossidato) dei granulociti neutrofili di un soggetto di controllo (sinistra), del soggetto carente 
di MPO D.P. (centro) e di sua figlia MP (destra). Per la registrazione di ciascuno spettro sono state usate preparazioni di granulociti risospese alla 
concentrazione di 6x106 cellule/ mi, contenenti il97% di neutrofili. In ascissa sono rappresentate le lunghezze d'onda espresse in nm. 
-
3. STUDI SPETfROSCOPIO 
La Fig. 22 mostra gli spettri di assorbimento differenziali (ridotto -
ossidato) degli omogenati dei granulociti neutrofili di un soggetto di 
controllo e dei membri della famiglia in cui è presente il difetto di 
MPO. Lo spettro dei granulociti neutrofili del soggetto normale (Fig. 22, 
sinistra) è caratterizzato dalla presenza di un picco di assorbimento a 
474 nm, tipico della mieloperossidasi (89), e di altri due picchi, a 430 nm 
ed a 560 nm, caratteristici invece del citocromo b. 
Nello spettro dei granulociti neutrofili del proposito (Fig. 22, centro) e 
di quello di sua figlia (Fig. 22, destra) sono ancora presenti i picchi a 430 
nm ed a 560 nm dovuti al citocromo b, mentre è completamente 
assente il picco a 474 nm, caratteristico della MPO. Nello spettro dei 
granulociti neutrofili della moglie del proposito il picco tipico della 
mieloperossidasi era invece presente (dato non mostrato). 
L'analisi spettrofotometrica concorda quindi con l'analisi biochimica: il 
segnale spettrofotometrico relativo alla MPO è assente nei soggetti in 
cui l'attività perossidasica è completamente assente, mentre appare 
~?r~_ale qualitativamente nella moglie del proposito, in cui l'attività 
enzimatica è presente, anche se in misura inferiore rispetto alla norma. 
4. STUDI IMMUNOCITOCHIMICI 
Cen questo tipo di indagine abbiamo voluto verificare se l'assenza di 
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Figura 23. Reazione immunocitochimica per la MPO sui granulociti neutrofili di un soggetto 
di controllo (a, b) e del soggetto carente di MPO, D.P., (c, d) . (a) e (c), Antisiero anti-MPO. 
(b) e (d), Anticorpo monoclonale anti-MPO, MP0-3. (e) e (f), Cellule incubate con siero d i 
coniglio pre-immune e con un anticorpo monoclonJe non correlato, rispettivamente. 
.,. 
associate all'assenza della proteina nel proposito ed in sua figlia. 
Per 1e analisi immunocitochimiche su neutrofili citocentrifugati su 
vetrino sono stati usati un anticorpo policlonale ed uno monoclonale 
specifici per laMPO (m.Ab MPO 3). 
Dall'analisi immunocitochimica su vetrino nei granulociti neutrofili 
di D.P. è risultata una reazione chiaramente positiva con l'anticorpo 
policlonale (Fig. 23c) ed una reazione positiva, anche se molto debole, 
con l'anticorpo monoclonale MP0-3 (Fig. 23d), che riconosce sia la 
forma matura che il precursore della proteina. Nei granulociti 
neutrofili della figlia di D.P. non si è invece evidenziata alcuna 
reazione positiva né con l'anticorpo policlonale né con l'anticorpo 
monoclonale. 
Sulla base di questi dati si è così potuto concludere che materiale 
immunologicamente correlato con la mieloperossidasi è presente nei 
neutrofili del proposito D.P., ma non in quelli di sua figlia M.P .. 
5. STUDI GENETICI 
I dati citochimici, immunocitochimici e spettroscopici fin qui raccolti 
hanno suggerito che il difetto nel proposito sia di natura post-
traduzionale. 
---
Poicftè l granulociti neutrofili del sangue periferico non sintetizzano 
più la mieloperossidasi, per caratterizzare la natura del difetto in D? a 
livello genetico, ho ottenuto il cDNA specifico per la MPO a partire 
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dall'RNA isolato dai precursori dei granulociti neutrofili, come 
descritto nella sezione Materiali e Metodi. 
Usando primers specifici per la MPO, ho poi amplificato attraverso la 
tecnica di PCR il cONA della mieloperossidasi dividendolo in 3 
frammenti parzialmente sovrapposti (Fig. 6). 
La sequenza del cONA è stata ricavata in parte attraverso la sequenza 
diretta dei prodotti ottenuti con la PCR ed in parte attraverso la 
sequenza dei frammenti del cONA dopo clonaggio in un opportuno 
vettore. 
Confrontando la sequenza del cONA della MPO di DP con quella 
riportata da Johnson et al. è stata trovata un'unica mutazione: una 
transizione di base T-> C in posizione 929, che determina la 
sostituzione non conservativa della Met 251, aminoacido idrofobico 
non polare,' con una Thr, aminoacido polare non carico. 
La Figura 24a mostra la sequenza diretta della regione di cONA in cui è 
stata trovata la transizione dove si nota la presenza solo della base 
mutante, per cui il soggetto DP è sembrato essere omozigote per tale 
mutazione. 
Volendo confermare a livello di DNA genomico questo dato, ho 
amplificato, attraverso la tecnica di PCR, ed ho sequenziato l'esone 6 
del proposito, all'interno del quale è contenuta la transizione. 
La Figura 24b mostra la sequenza diretta dell'esone 6, in cui, al 
contrario di quanto osservato nella sequenza diretta del cONA, è 
presente tanto la Citosina mutante quanto la Timidina normale, 
--
indic-ando che a livello genomico il soggetto è eterozigote per l'allele 
normale. 
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Figura 24. Sequenza nucleotidica diretta dei frammenti del cONA (a) e dell'esone 6 (b) 
della M.PO del soggetto DP, amplificati con la tecnica della PCR. La sequenza diretta 
del cONA mostra (freccia) la sostituzione T-> C, in posizione 929, nel soggetto carente 
di MPO (DP). Viene mostrata anche la sequenza del cDNA della MPO di un soggetto 
normale (C). 
La sequenza diretta dell'esone 6 del gene della MPO di DP mostra invece la presenza 





- Uso dei precursori mieloidi per gli studi dei difetti di eosinofilo 
perossidasi e mieloperossidasi. 
Fino ad oggi le ricerche che avevano come scopo la caratterizzazione 
genetica delle carenze ereditarie di EPO e MPO, ossia gli studi sulle 
mutazioni a carico dei geni e degli mRNA e sulla biosintesi delle 
protei-ne, sono sempre state ostacolate dalla possibilità di ottenere gli 
acidi· ribonucleici messaggeri per queste proteine. I granulociti 
eosinofili e neutrofili maturi contengono grandi quantità di queste due 
proteine, ma, essendo cellule terminali, non le sintetizzano più, e, per 
questo motivo non possono essere utilizzate come fonte di mRNA. 
Questi studi genetici si potevano così basare esclusivamente su prelievi 
di midollo osseo, ricco di precursori mieloidi eosinofili e neutrofili che 
sintetizzano attivamente EPO e MPO, rispettivamente. 
Comunque, è sempre stato difficile ottenere la disponibilità dei soggetti 
in studio a sottoporsi ad un intervento di questo genere soprattutto per 
motivazioni etiche, legate al fatto che la maggior parte di essi non 
presentano patologie particolari che possano giustificare una simile 
operazione. Inoltre bisogna prendere in considerazione le 
complicazioni che possono insorgere durante il prelievo, come la 
formazione di un tappo secco, che rende necessario la ripetizione della 
--puntura~ oppure quelle associate con la conservazione dei campioni 
quando questi eventualmente debbano essere trasferiti a laboratori di 
analisi distanti dal sito del prelievo. 
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Qu-ando ho voluto iniziare la caratterizzazione ·delle basi genetiche 
delle carenze ereditarie di EPO e di MPO nei soggetti già studiati dal 
punto di vista citochimico, immunocitochimico e spettrofotometrico, 
ho così avuto la necessità di trovare una fonte di RNA alternativa alle 
cellule immature del midollo. 
Sulla base dei dati di letteratura che indicavano la presenza tra i 
leucociti del sangue periferico di un piccolo numero di precursori delle 
cellule ematopoietiche {166), ho inizialmente cercato di ottere ed 
amplificare i cDNA specifici della EPO e della MPO a partire dall'RNA 
estratto dalle cellule del sangue periferico. 
Que-Sti tentativi non hanno però avuto successo probabilmente perché 
i messaggeri specifici della EPO e della MPO sono presenti in quantità 
insufficienti per generare i cDNA da amplificare attraverso la tecnica di 
polimerizzazione a catena. 
Dopo aver escluso la possibilità di ricorrere alle colture di precursori in 
terreni di metil-cellulosa (167) per i problemi tecnici associati alla 
manipolazione delle cellule al termine delle colture, ho verificato la 
· possibilità di incrementare il numero di cellule staminali presenti tra i 
leucociti del sangue periferico e di indurne la differenziazione verso la 
· lhle~ cgranulocitica neutrofilica od eosinofilica attraverso colture in fase 
liquida di cellule mononucleate in presenza di fattori di crescita 
specifici per ciascuna delle due linee granulocitiche. 
Ho trovato le condizioni ottimali per le concentrazioni dei fattori di 
crescita e per i tempi di maturazione dei precursori in coltura e sono 
così ~ius-èito ad amplificare, usando primers specifici, i cDNA della EPO 
e della MPO, ottenuti a partire dall'RNA estratto dalle colture dei 
precursori. 
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Questo metodo di coltura di cellule mononucleate in fase liquida 
rappresenta un sistema semplice e facilmente riproducibile per 
ottenere i precursori che esprimono attivamente i geni della EPO e 
della MPO, alternativo sia al prelievo di midollo osseo che alle colture 
in metil-cellulosa dei leucociti del sangue periferico. 
Tra i vantaggi di questo sistema ricordo l) la necessità di una piccola 
quantità di sangue (10 ml) per allestire le colture, 2) la semplicità della 
separazione delle cellule mononucleate del sangue attraverso una sola 
centrifugazione, e 3) la non necessità di alcuna ulteriore purificazione 
dei precursori. 
Oltre che allo studio delle carenze ereditarie di EPO e MPO, questo 
metodo può essere applicato anche agli studi delle alterazioni 
molecolari di geni dei leucociti che normalmente sono espressi a livelli 
molto bassi o nulli nelle cellule mature, quali la malattia 
granulomatosa cronica (CGD), la sindrome da carenza di adesione 
leucocitaria (LAD) e la carenza di glucosio-6-fosfato deidrogenasi. 
- Carenza di eosinofilo perossidasi 
In questa tesi viene presentato il primo studio completo sulle basi 
molecolari e genetiche sulla carenza di eosinofilo perossidasi. 
Lo studio, eseguito su un soggetto carente di EPO e nei suoi familiari, è 
stato~ceiltrato inizialmente su analisi di tipo citochimica, biochimico, 
immunochimico e spettroscopico, e, successivamente, sulla ricerca 
delle alterazioni geniche responsabili del difetto. 
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La carenza di EPO nel proposito è stata individuata rilevando l'assenza 
di attività perossidasica e di colorazione per il Sudan Nero nei 
granulociti eosinofili maturi. I risultati di queste analisi sono stati 
correlati con lo spettro di assorbimento, registrato su omogenati di 
granulociti eosinofili del soggetto in studio, in cui non era presente il 
segnale relativo al gruppo prostetico della EPO, e si è ipotizzato che il 
difetto potesse dipendere o dall'assenza della proteina nelle cellule 
mature ovvero dalla produzione di una proteina anormale con 
anomalie strutturali e di posizione del gruppo prostetico. 
I successivi studi immunocitochimici e le analisi di tipo Western blot 
hanno invece dimostrato l'esistenza di materiale immunologicamente 
correlato con l'EPO negli eosinofili del soggetto in studio, anche se in 
quantità inferiori alla norma. 
Un precedente tentativo di individuare la presenza di materiale 
immunologicamente correlato con l'EPO negli eosinofili di questo 
soggetto attraverso reazioni immunochimiche, osservate al 
microscopio elettronico, non aveva avuto successo (68), probabilmente 
a causa della particolare tecnica di inclusione dei preparati che può 
distruggere i determinanti antigenici, impedendo la rilevazione di una 
- -
eventuale immunoreattività residua (168). 
Inoltre, attraverso l'analisi di Western blot, negli estratti degli 
eosinofili del proposito si è evidenziata la presenza di due sole bande 
reattive con l'antisiero anti-EPO rispetto alle numerose bande osservate 
negli estratti degli eosinofili normali._ Di queste, una corrisponde 
;__ .,_,._ 
probabilmente alla catena leggera della EPO, della quale ha la stessa 
mobilità elettroforetica, mentre quella di circa 24 kDa di peso 
molecolare potrebbe essere un prodotto di degradazione della catena 
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pesante oppure una forma immatura della catena leggera derivata dal 
precursore della EPO di 78 kDa dal quale, al termine dell'elaborazione 
proteolitica post-sintetica, si originano la catena pesante di 55 kDa e la 
catena leggera di 15 kDa. 
Questi risultati lasciano supporre che la sintesi del precursore della EPO 
possa essere alterata nella fase di montaggio della proteina e questa 
ipotesi è suffragata dalla dimostrazione che nei precursori dei 
granulociti eosinofili del soggetto carente di EPO è presente un m.RNA 
specifico della EPO le cui dimensioni sono normali e dalla presenza di 
una proteina enzimaticamente attiva, come indica l'intensa positività 
della reazione citochimica per la perossidasi. 
La sequenza del cDNA della EPO ha rivelato che il proposito presenta 
una doppia eterozigosità per due mutazioni di tipo puntiforme 
localizzate nella regione codificante del gene della EPO. Tali mutazioni 
consistono nella inserzione di una G in una regione prossima ad un 
sito di giunzione introne-esone ed in una transizione A per G. 
Nessuna di queste due mutazioni è stata trovata in un altro soggetto 
carente di EPO, precedentemente descritto (68, soggetto 5; 158 soggetto 
ZF); questo fatto suggerisce che le basi genetiche della carenza ereditaria 
di-EPO sono eterogenee, ossia esistono almeno tre mutazioni (le due 
scoperte in FV ed almeno una, non ancora identificata, in ZF) che 
generano lo stesso fenotipo. 
L'inserzione causa un'alterazione della fase di lettura dell'esone 10 e la 
comparsa di un codone di terminazione prematuro che determina la 
sinte~Ì di una proteina tronca, priva di 177 aminoacidi e contenente 
una coda di 24 aminoacidi, all'estremità carbossi-termin~le, 
completamente differente rispetto alla sequenza normale. 
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Négli esperimenti di marcatura biosintetica non si è però trovata 
traccia di questa EPO priva di 177 aminoacidi e questo fatto potrebbe 
essere spiegato come la conseguenza di una precoce degradazione della 
EPO tronca, similmente a quanto osservato per altre proteine tronche 
(169-171). Inoltre, l'alterazione della sequenza dei 24 aminoacidi della 
estremità carbossi-terminale potrebbe accelerare ulteriormente la 
degradazione di questa proteina. 
La transizione CGC->CAC dovrebbe determinare la sintesi di una 
proteina portatrice della sostituzione non conservativa di un 
aminoacido (Arg 286 ->His). Dagli studi di popolazione è emerso che 
que-sta mutazione è presente solo nel proposito e nei suoi figli, mentre 
non è stata rilevata nel DNA genomico di 50 soggetti appartenenti allo 
stesso gruppo etnico della famiglia studiata, indicando così che essa 
probabilmente non rappresenta un polimorfismo di popolazione. 
Dagli studi compiuti sulla famiglia del proposito è derivata invece la 
dimostrazione che la sostituzione di base è una mutazione che può 
causare carenza di EPO. Infatti, entrambi i figli del probando hanno 
ereditato solo tale mutazione e presentano un'attività perossidasica dei 
granulociti eosinofili intermedia tra quella del padre e quella dei 
soggetti di controllo. 
Gli studi compiuti sui precursori dei granulociti eosinofili sono stati 
utili per chiarire alcuni aspetti relativi al meccanismo responsabile del 
difetto. 
I precursori dei granulociti eosinofili del probando erano positivi alla 
--
reazione citochimica per la perossidasi presentavano un' intensa 
immunoreattività con un antisiero anti-EPO e con gli anticorpi 
monoclonali B2G8 e H2G3, specifici per l'EPO. Poichè gli eosinofili 
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maturi del sangue periferico del soggetto in studio mantenevano 
ancora una certa reattività con l' antisiero e con l'anticorpo 
monoclonale B2G8, mentre avevano perso la re attività per l'anticorpo 
monoclonale H2G3, ho ipotizzato che l'epitopo riconosciuto dal mAb 
H2G3 venga perso durante la maturazione dei granulociti. 
La produzione della proteina a livello dei precursori dei granulociti 
eosinofili è stata confermato con gli esperimenti di marcatura 
biosintetica. Infatti, l' insieme delle bande elettroforetiche osservate 
dopo l'immunoprecipitazione è simile nei precursori normali ed in 
quellt del proposito, indicando che la sintesi e l'elaborazione della 
proteina nel probando avviene normalmente, almeno fino a 16 ore, 
che è il periodo in cui è stata seguita la maturazione post-sintetica della 
molecola. 
Confrontando gli spettri di assorbimento dei precursori con quello 
degli eosinofili maturi, ho potuto notare che lo spettro dei precursori 
normali era virtualmente sovrapponibile a quello dei granulociti 
eosinofili del sangue periferico, poichè presentava il picco caratteristico 
della EPO a 448 nm. 
Nello spettro di assorbimento degli eosinofili maturi del probando 
questo picco era invece assente. Lo spettro dei suoi precursori registrato 
al ventunesimo giorno di coltura presentava invece un ampio picco di 
assorbimento a 520 nm, che scompariva però al ventisettesimo giorno 
di coltura e lo spettro registrato in quella data è diventato così simile a 
quello dei granulociti maturi (Fig. 18}. 
L'anorm-alità dello spettro di assorbimento può essere una conseguenza 
della sostituzione Arg -> His. 
Dal momento che l'attività enzimatica della EPO ed il suo caratteristico 
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segnale spettrofotometrico scompaiono negli eosinofili del sangue 
periferico, è logico supporre che la proteina sia instabile e venga 
degradata prematuramente. Questa ipotesi è ulteriormente sostenuta 
dall'osservazione di cellule con una ridotta od assente positività alla 
reazione citochimica per la perossidasi nelle colture più avanzate dei 
precursori degli eosinofili. 
Sulla base di questi dati si può concludere che la sostituzione dell'Arg 
286 con un His sia responsabile delle alterazioni della EPO, rilevate 
citochimicamente e spettrofotometricamente. 
Un esempio già noto di difetto genetico, che determina la sintesi di una 
profeina instabile, è quello della carenza di glucosio-6-fosfato 
deidrogenasi, dove è presente una quantità normale di proteina 
enzimaticamente attiva nei precursori midollari degli eritrociti e nei 
reticolociti, mentre gli eritrociti maturi contengono un minor numero 
di molecole dell'enzima, da cui deriva la ridotta attività enzimatica 
(172). 
D residuo Arg 286 sostituito con una His non è localizzato all'interno 
della regione aminoacidica della eosinofilo perossidasi, che, per 
analogia con le altre perossidasi, si suppone sia associata al gruppo 
prostètico, bensì è adiacente al residuo Phe 285. 
Questo aminoacido, che corrisponde alla Phe146 secondo la 
numerazione dei residui di Zeng e Ferma (18), si trova all'interno di 
una regione conservata in tutte le perossidasi animali e appartiene al 
gruppo di aminoacidi che, pur non es~endo direttamente associati al 
~- ":...>-
gruppo prostetico, sono comunque nelle sue vicinanze. 
Infatti, sulla base della struttura cristallografica ai raggi X alla 
risoluzione di 3 A, la regione contenete la Phe 146 è localizzata nella 
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zona che sovrasta la regione della proteina coinvolta nel legame del 
gruppo prostetico. 
E' probabile che la comparsa di una nuova His 147 nelle immediate 
vicinanze della regione proteica in cui è localizzato il gruppo eme 
possa alterare la formazione dei legami di coordinazione e sia perciò 
responsabile delle anomalie spettroscopiche e dell'instabilità della 
eosinofilo perossidasi mutata. Questa ipotesi è suffragata dai risultati 
degli studi spettrofotometrici sui precursori degli eosinofili: in queste 
cellule infatti il picco di assorbimento tipico della EPO a 448 nm è stato 
sostituito da un ampio picco asimmetrico a 520 nm, che scompare 
quando i precursori maturano. 
La fase successiva degli studi sulla caratterizzazione della carenza di 
EPO in questo soggetto prevede l'espressione in vitro della EPO umana 
ricombinante, sia nella forma normale che in quella portatrice della 
sostituzione Arg -> His rilevata in FV, allo scopo di avere conferma dei 
suoi effetti sull'attività enzimatica e sulla stabilità della proteina stessa. 
In questo modo avvierò un sistema di mutagenesi sito-specifica 
attraverso il quale verranno introdotte sostituzioni di aminoacidi 
controllate per studiare le correlazioni tra struttura e funzione della 
eosinofilo perossidasi, di cui si conosce ancora poco. 
--~- "'"'-
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- Carenza di mieloperossidasi 
In questa tesi è stato affrontato, anche se in fase preliminare, la 
caratterizzazione della carenza di MPO in un soggetto e nei suoi 
familiari dal punto di vista molecolare e genetico. 
Le prime analisi, effettuate per valutare l' esistenza di attività 
perossidasica e le proprietà spettroscopiche dei granulociti neutrofili 
dei vari membri della famiglia in studio, hanno evidenziato nel 
propesito ed in sua figlia l' assenza di reattività citochimica per la 
perossidasi associata alla mancanza del picco di assorbimento specifico 
della mieloperossidasi, mentre nella moglie del probando queste 
caratteristiche apparivano normali. 
Quando però è stato effettuato il dosaggio biochimico dell'attività 
perossidasica dei granulociti neutrofili, è emersa l' esistenza di un 
difetto della MPO anche nella moglie del proposito. La sua attività 
mieloperossidasica è risultata pari a circa il25o/o di quella di un soggetto 
normale e la presenza di questa minima attività enzimatica è stata però 
sufficiente per dare una reazione citochimica positiva per la 
per-tfssidasi. 
Attraverso studi immunochimici è stata rilevata nei granulociti 
neutrofili del proposito la presenza di materiale immunologicamente 
correlato con la MPO, reattivo sia con un antisiero che con un 
anticorpo monoclonale specifici per la mieloperossidasi, mentre i 
neutfÒfili della figlia risultavano privi di reattività con entrambi gli 
anticorpi. 
Questi dati hanno fatto ipotizzare che la carenza di MPO, almeno nel 
padre, possa essere il risultato di un difetto post-traduzione. 
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Questa ipotesi è confermata dall' ottenimento e dall' amplificazione, 
attraverso la tecnica di PCR, di un cDNA specifico della MPO di 
dimensioni normali, a partire dall'RNA estratto dai precursori dei 
granulociti neutrofili del soggetto in studio. 
Confrontando la sequenza del cDNA della MPO del probando con 
quella normale pubblicata da Johnson et al. (85) è stata identificata una 
sola mutazione, ossia la transizione della base Timidina 929 in 
Citosina, che determina la sostituzione di una metionina {ATG) con 
una treonina (ACG) in corrispondenza del codone 251. 
Sulla -base della sequenza del cD NA sembrava che il soggetto fosse 
omozigote per questa mutazione, ma la sequenza del DNA genomico 
mi ha invece fatto escludere questa possibilità poichè l' esone 6 del gene 
della MPO, che comprende la regione di DNA all'interno della quale è 
localizzata la mutazione, presentava sia l'allele mutante (ACG) che 
l'allele normale (ATG) (Fig. 23 b). 
Questi risultati inducono a pensare che venga trascritto solo l'allele 
portatore della transizione, di cui è stato trovato il mRNA, e che l'allele 
normale o non venga espresso a causa di una mutazione che cade 
all'interno del promotore del gene della MPO oppure. venga espresso 
- -ma;-·a.--causa di una mutazione non identificata, risulti instabile e venga 
degradato rapidamente. 
Per quanto riguarda i possibili effetti della sostituzione non 
conservativa della Met 251, aminoacido non polare, con una Thr, 
aminoacido polare, sulla stabilità della proteina, va osservato che tale 
~· --"-
mutazione è localizzata all'estremità carbossi-terminale della catena 
leggera, che termina in corrispondenza dell' Arg 272. 
Tale mutazione si trova nella regione della catena leggera che, secondo 
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glf studi cristallografici sulla MPO condotti da Zeng e Fenna, è 
adiacente alla porzione amino-terminale della catena pesante. La 
stabilità dell'enzima potrebbe venire alterata in due modi : l) la 
sostituzione di un residuo idrofobico (Met) con uno idrofilico (Thr) 
può aver modificato la struttura del precursore, causando la sua 
degradazione prima dell'inizio dell'elaborazione successiva alla sua 
sintesi oppure 2) la sostituzione può determinare un difettoso processo 
di elaborazione e montaggio del precursore, rendendo forse 
inaccessibile il sito di taglio proteolitico localizzato tra la catene leggera 
e quella pesante. 
Queste ipotesi sono suffragate dai risultati di diverse ricerche riportati 
in letteratura. 
Per esempio, attraverso studi su forme mutanti di a-mannosidasi (173) 
e ~-glucosidasi (174) in Dictyostelium discoideum è. stato dimostrato 
che la conformazione dei precursori influenza notevolmente 
l'elaborazione ed il trasporto delle proteine anche durante la loro 
sintesi. E' stato osservato che singole mutazioni puntiformi causano 
alterazioni conformazionali nei precursori, che si accumulano nel 
lume del reticolo endoplasmico rugoso e ·non vengono ulteriormente 
efabmati. 
Sono stati poi descritti vari esempi di difetti genetici simili a quelli 
rilevati in Dictyostelium discoideum come responsabili di alcune 
malattie ereditarie dell'uomo. La sostituzione di un singolo 
aminoacido nella variante Z della a 1-antitripsina blocca il 
--
trasferimento e l'elaborazione della proteina mutante dal reticolo 
endoplasmi co rugoso all'apparato del Golgi, nonostante la sintesi e la 
prima fase di glicosilazione del peptide avvengano normalmente (175). 
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Altri Autori hanno scoperto invece che alcune forme di carenza 
ereditaria di saccarosio-isomaltasi sono dovute a mutazioni puntiformi 
che determinano. una difettosa elaborazione intracellulare di questi 
enzimi (176). 
Sebbene i dati presentati in questo studio non siano sufficienti a 
chiarire completamente i meccanismi che stanno alla base della 
carenza ereditaria di mieloperossidasi nel soggetto in studio, essi 
tuttavia indicano che il difetto della MPO dipende da un evento che si 
verifica dopo la trascrizione del messaggero specifico, di cui è stata 
dimostrata la presenza. 
La piena comprensione delle modalità con cui si sviluppa l'anomalia 
nel proposito e nei suoi familiari verrà ottenuta con il completamento 
della caratterizzazione genetica e molecolare, a cui attualmente mi sto 
dedicando. ·-· 
-- ~- ...... ---
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